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Kapitel 1
Einleitung
Bo¨sartige Gewebsneubildungen (maligne Tumore) sind nach Erkrankungen des Kreis-
laufsystems die zweitha¨ufigste Todesursache in Deutschland. Im Gegensatz zu Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, bei denen die Patienten in der Mehrzahl a¨lter als 80 Jahre
sind, ist das durchschnittliche Alter der an malignen Tumoren Verstorbenen deutlich
geringer (Deutsche Krebshilfe e.V.).
Neoplastische Zellen unterscheiden sich von ihren
”
normalen“ Vorla¨uferzellen durch
unkontrollierte Proliferation, Invasivita¨t, Umgehen der Immunabwehr und Immor-
talisierung. Tumorzellen unterliegen nicht mehr den Kontrollmechanismen von Pro-
liferation und Apoptose, so daß es zu unkontrollierter Vermehrung kommen kann.
Bo¨sartige Tumoren sind imstande, infiltrierend in ihre Umgebung einzuwachsen und
daru¨ber hinaus Tochtergeschwu¨lste, Metastasen, zu bilden. Fu¨r die Tumormetasta-
sierung mu¨ssen die Tumorzellen Anschluß an das Gefa¨ßsystem erlangen, was ha¨ufig
aufgrund der vom Tumor sezernierten angiogenetischen Faktoren gelingt. Tumorzel-
len mu¨ssen die Basalmembran durchdringen, um in die Blutbahn zu gelangen. Sie
werden dort zu den verschiedensten Gebieten des Organismus gespu¨lt. Bleiben sie
im Kapillarbett stecken oder heften sich aktiv an, so kommt es zum Austritt aus
der Blutbahn und zur Ansiedlung der Zellen im neuen Gewebe.
1.1 Das Maligne Melanom -Epidemiologie, Inzi-
denz und Mortalita¨t
Das Melanom ist ein Hauttumor, der sich hauptsa¨chlich in hellha¨utigen Populatio-
nen entwickelt hat, wogegen die Inzidenz in den dunkler pigmentierten Populationen
afrikanischen oder asiatischen Ursprungs sehr niedrig bleibt.
Die zunehmende Melanominzidenz ist mit einer vera¨nderten Einstellung zum Frei-
zeitverhalten und zum Sonnenbaden zu erkla¨ren. Zunehmende Inzidenzen werden
hauptsa¨chlich von Industriela¨ndern mit hellha¨utigen Populationen berichtet, mit
den ho¨chsten Inzidenzraten in Australien und den Su¨dstaaten der USA. In den eu-
ropa¨ischen La¨ndern wurden deutlich geringere Inzidenzraten gefunden.
Das maligne Melanom der Haut geho¨rt in Deutschland mit 1,5 bis 2 % aller mali-
gnen Neoplasien nicht zu den ha¨ufigen Tumoren (siehe Abb. 1.1). Eine zunehmende
Inzidenz wa¨hrend der letzten 10 Jahre ist sichtbar [2]. Die Daten des Saarla¨ndischen
Krebsregisters zeigen eine deutliche Zunahme der Inzidenz von 1970 bis 1996 (siehe
1
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Abb. 1.1: Gescha¨tzte Zahl der in Deutschland an malignen Tumoren erkrank-
ten Frauen (A) und Ma¨nner (B) - gescha¨tzt auf Basis der Daten des saarla¨ndischen
Krebsregisters fu¨r das Jahr 1998 [1].
Abb. 1.2). Gegenwa¨rtig werden u¨ber 10000 neue Fa¨lle von malignem Melanom jedes
Jahr in Deutschland diagnostiziert.
Die Mortalita¨tsraten des malignen Melanoms der Haut sind weitaus ho¨her als die
Mortalita¨tsraten anderer Hauttumorarten zusammen. Die Analyse der Mortalita¨ts-
statistikdaten fu¨r die Bundesrepublik Deutschland (alte Bundes- la¨nder) zeigt eine
Zunahme der Todesfa¨lle von u¨ber 900 pro Jahr (1970) zu u¨ber 1600 Todesfa¨lle (1996).
Ebenso nehmen die altersstandarisierten Mortalita¨tsraten zu (siehe Abb. 1.3). Glei-
ches trifft auf die neuen Bundesla¨nder zu. Hier wurden die Daten von 1970 bis 1989
analysiert [3].
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Abb. 1.2:Altersstandardisierte Inzidenzraten des Saarla¨ndischen Krebsregisters
- alle Altersgruppen (standardisiert fu¨r die deutsche Gesamtbevo¨lkerung 1989)[1]
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Abb. 1.4: Altersverteilung betrachtet vom Zeitpunkt der ersten Diagnose - ba-
sierend auf Daten des Zentralregisters Malignes Melanom 1983-2000 [2]
Epidemiologische Studien zeigen einen U¨berlebensvorteil von weiblichen Melanom-
patienten. Dieser U¨berlebensvorteil ha¨lt auch oft dann noch an, wenn andere pro-
gnostische Variablen in Betracht gezogen werden. Die Grundlage fu¨r diesen weib-
lichen Vorteil oder ma¨nnlichen Nachteil ist zweifelhaft, obwohl die weiblichen Ge-
schlechthormone in vitro die Melanominvasion verzo¨gern ko¨nnen. Eine Literaturda-
tenbanksuche u¨ber Studien anderer solider Tumore wurde durchgefu¨hrt, um dieje-
nigen zu identifizieren, in denen das Geschlecht als prognostischer Faktor im Vor-
dergrund stand. Die Ergebnisse zeigen, daß sich in 5 von 7 Tumorgruppen ein U¨ber-
lebensvorteil fu¨r Frauen, besonders deutlich in fru¨hen Krankheitsstadien, heraus-
kristallisierte. Das maligne Melanom ist also nicht der einzige Tumor, der einen
U¨berlebensvorteil fu¨r Frauen aufweist [4].
Die gegenwa¨rtige Daten der klinischen Epidemiologie stammen vom Zentralregister
Malignes Melanom der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft [2]. Von 1983 bis
September 2000 wurden 48928 maligne Melanome in diesem Projekt registriert. Ba-
sierend auf diesen Daten werden die meisten Melanome in der Mitte des Lebens
diagnostiziert (siehe Abb. 1.4)[5, 6].
1.2 Pathogenese des Malignen Melanoms und ge-
netische Pra¨disposition
Das Melanom ist der aggressivste Tumor der Haut und entsteht durch die maligne
Entartung von Melanozyten, den pigmentbildenden Zellen der Haut. Die meisten
Melanome setzen die Pigmentbildung fort, so daß der Tumor an seiner schwarzen,
unregelma¨ßigen Oberfla¨che auf der Haut auffa¨llt.
Nach histologischen Kriterien und biologischem Verhalten unterscheidet man heute
verschiedene Typen des malignen Melanoms (vgl. Tabelle 1.1).
Die Hauptorgane, in die das maligne Melanom metastasiert, sind Lymphknoten,
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Typ Ha¨ufigkeit Altersdurchschnitt
[%] (in Jahren)
superfiziell spreitendes 57,4 51
malignes Melanom (SSM)
nodula¨res malignes Melanom (NM) 21,4 56
Lentigo-maligna Melanom (LMM) 8,8 68
acrolentigino¨ses Melanom (ALM) 4,0 63
nicht klassifizierte Melanome 3,5 54
andere 4,9 54
Tab. 1.1: Klinisch-pathologische Subtypen des Melanoms der Haut und Alters-
durchschnitt vom Zeitpunkt der Diagnose (aus [2])
Gehirn, Lunge, Leber und Haut.
Mehr als 90 % der Melanome entwickeln sich prima¨r in der Haut. Melanome ko¨nnen
u¨berall dort entstehen, wo sich Melanozyten befinden. Es sind u.a. Melanome an
der Retina des Auges, an Schleimha¨uten (z.B. Nasenschleimhaut) und am Innenohr
bekannt.
Die anatomische Lokalisation des malignen Melanoms der Haut ist fu¨r Ma¨nner und
Frauen verschieden. Bei Ma¨nnern wurden die Mehrheit der Melanome im oberen
Rumpfbereich diagnostiziert, bei Frauen an den unteren Extremita¨ten. Mehr als
40% aller Melanome treten in diesen anatomischen Regionen auf (vgl. Tab. 1.2).
Das in Tabelle 1.2 dargestellte Verteilungsmuster wurde in industrialisierten Natio-
nen mit hellha¨utiger Population beobachtet [2].
Bei den melanozyta¨ren Tumoren gibt es eine Reihe von benignen (atypische Na¨vi)
bzw. noch benignen (dysplastische Na¨vi) histologischen Entita¨ten. Ob diese als
Vorla¨uferla¨sionen des malignen Melanoms zu sehen sind, wird kontrovers diskutiert.
Weitgehende Einigkeit herrscht u¨ber die Einteilung pathologischer Melanozytenpro-
liferation in [7]:
1. die fru¨he, radiale Wachstumsphase, in der die Proliferation der Melanozyten
noch auf die Epidermis begrenzt ist
2. die vertikale Wachstumsphase, in der die Ausdehnung in tiefere Hautschichten
erfolgt.
Die histologische Klassifikation von malignen Melanomen nach Breslow bzw. Clark
beru¨cksichtigt das und weist auf die Tumordicke als den wichtigsten prognostischen
Faktor prima¨rer Melanome hin [8]. Die vertikale Tumordicke zum Zeitpunkt der
Melanomdiagnose ist der wichtigste Indikator fu¨r die Bewertung in der Melanom-
fru¨herkennung. Ein 4-Stadien-System fu¨r die Klassifikation von Melanomen wurde
vom American Joint Committee on Cancer (AJCC) empfohlen (vgl. Tab. 1.3). In
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anatomische Lokalisation Ma¨nner Frauen
[%] [%]
Gesicht 8,1 10,0
Kopfhaut 4,6 1,9
Nacken 2,2 1,8
Brust 12,4 4,4
Ru¨cken 38,1 14,8
unteres Abdomen 3,5 2,6
Gesa¨ß 1,0 1,4
Genito-anale Region 0,3 0,7
Oberarme 7,7 11,9
Unterarme 3,2 5,3
Ha¨nde 0,9 1,1
Oberschenkel 6,3 10,2
Unterschenkel 6,2 25,4
Fu¨sse 4,0 7,2
unbekannte Prima¨r- 1,3 0,8
tumorlokalisation
Schleimhaut 0,2 0,2
Tab. 1.2: Anatomische Lokalisation des malignen Melanoms der Haut (nach [2])
dieser Klassifikation wird die lokale Wachstumsphase repra¨sentiert durch die Stadien
I und II, regionale Ausbreitung des Melanoms durch Stadium III und Bildung von
Fernmetastasen durch Stadium IV.
Zwischen zunehmender Tumordicke (bis zu einem Ausmaß von 6mm) und Zunahme
des Todesrisikos wurde ein linearer Zusammenhang beobachtet [2].
Ein biologisches Mehrstufenmodell der Progression maligner Melanome kann in Ana-
logie zur histologischen (bzw. klinischen) Sequenz (vgl. Abb. 1.5) postuliert werden.
Ob hierbei jede einzelne Stufe obligate Voraussetzung fu¨r das Erreichen der na¨chsten
Kaskadenstufe darstellt bzw. ob eine weitere Progression ab einem bestimmten Sta-
dium irreversibel ist, scheint in diesem Zusammenhang von untergeordneter Bedeu-
tung.
Melanozyten sind in der basalen Zellschicht der Haut lokalisiert. Ihre neoplastische
Transformation beginnt mit der ungeregelten Zellteilung (Proliferation) eines ein-
zelnen Melanozyten. Die wachsenden Zellen breiten sich zuna¨chst radial aus (RGP
- radial growth phase) und sind durch eine Verminderung der interzellula¨ren Bin-
dungskra¨fte gekennzeichnet. Im weiteren Verlauf der Tumorgenese kommt es zum
Durchbruch der Basalmembran und zur Invasion in das dermale Bindegewebe (VGP
- vertical growth phase). Dadurch gewinnt der Tumor Anschluß an das Lymph- und
Blutgefa¨ßsystem. Der Einbruch in das Gefa¨ßsystem des Ko¨rpers ist der erste Schritt
zur systemischen Metastasierung.
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T
Klassifikation Dicke (mm) Ulcerationsstatus
T1 ≤ 1,0 a: ohne Ulceration
und Level II/III
b: mit Ulcerartion
oder Level IV/V
T2 1,01-2,0 a: ohne Ulcerartion
b: mit Ulceration
T3 2,01-4,0 a: ohne Ulcerartion
b: mit Ulceration
T4 > 4,0 a: ohne Ulcerartion
b: mit Ulceration
N Anzahl der nodula¨re
Klassifikation metastatischen Knoten metastatische Masse
N1 1 Knoten a: Mikrometastasen
b: Makrometastasen
N2 2-3 Knoten a: Mikrometastasen
b: Makrometastasen
c: in Transitmetastasen/
Satelliten
ohne metastatischen Knoten
N3 4 oder mehr
metastatische Knoten
oder in Transit-
metastasen/Satelliten
mit metastatischen Knoten
M Serum
Klassifikation Seite Lactase Dehydrogenase
M1a Fernmetastasen der Haut, normal
subkutan oder nodula¨r
M1b Lungenmetastasen normal
M1c alle anderen visceralen normal
Metastasen
alle anderen erho¨ht
Fernmetastasen
Tab. 1.3: TNM Klassifikation des Melanoms (nach [9])
8 KAPITEL 1. EINLEITUNG
     

 
	

 	
 ﬀﬂﬁ ﬃ 
  
"!
  
#%$
 &!
 	
$
  
'

!
(" "!
 
)*
 	
 "!+ "!   ,"!

 	

 
	-" "!+
&"     

 	
.
.
.
/1032
4
03576
6
8
2:9
;=<?>A@B<?CDCFE GAH
IJ<1@BCFE CDK3<FHDL
Abb. 1.5: Mehrstufenmodell der Progression maligner Melanome nach Clark
[10, 11] (RGP - radial growth phase, VGP - vertical growth phase)
1.3 Genetische Vera¨nderungen im Rahmen der
melanozyta¨ren Tumorgenese
Eine Zusammenfassung von zytogenetischen, molekularen und funktionalen Studien
verweist darauf, daß mehrere Gene, die in die Melanomentstehung involviert sind,
auf den folgenden chromosomalen Regionen lokalisiert sind: 1p, 6q, 7p, 9p, 10q und
11q [14].
Grundsa¨tzlich unterscheidet man quantitative von qualitativen Vera¨nderungen des
genetischen Materials einer Tumorausgangszelle.
1.3.1 Onkogene und Tumorsuppressorgene
Eine kaum mehr zu u¨berschauende Anzahl von Onkogenen und Tumorsuppressor-
genen wurde in den letzten Jahren entdeckt [15, 16].
Das Muster der genetischen Alterationen ist dabei nicht nur Tumortyp-spezifisch,
sondern auch abha¨ngig von Spezies und Stadium. Es besteht zudem ein Einfluß hin-
sichtlich der auslo¨senden Karzinogene, sowohl bezu¨glich des induzierten, chemischen
Mutationsmusters, als auch hinsichtlich der betroffenen Genloci [17]- [20]. Die Tu-
morsuppressorgene und Onkogene, die in der Pathogenese des malignen Melanoms
eine Rolle spielen und bereits charakterisiert wurden, sind in Tabelle 1.4 dargestellt.
Tumorsuppressorgene sind Gene, die bei intakter Funktion das unkontrollierte
Wachstum von Zellen unterdru¨cken.
p53 ist das bekannteste und am besten charakerisierte Tumorsuppressorgen. Es ist
in bis zu 50% aller menschlichen Tumoren mutiert [21]. p53 ist nicht lebensnotwen-
dig. Knock-out-Ma¨use ohne funktionstu¨chtige Allele des p53-Gens entwickeln sich
normal. Seine physiologische Bedeutung erlangt p53 erst nach einer scha¨digenden
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Gen Chromosom Kompartiment Vera¨nderung
p53 17p13.1 Zellkern Mutation oder U¨berexpression
p16 9p21 Zellkern fehlendes oder mutiertes Gen
p14 9p21 Zellkern fehlendes oder mutiertes Gen
Rb 13q14 Zellkern Mutation
PTEN 10q23.3 Zytoplasma mutiertes Gen
N-ras 6p11 Innenseite der U¨berexpression oder Mutation
Zellmembran
β-catenin 3p21 Zytoplasma mutiertes Gen/U¨berexpression
c-myc 8q24 Zellkern U¨berexpression
bcl-2 18q21.3 Mitochondrien, ER, U¨berexpression
Kernmembran
Tab. 1.4: U¨bersicht u¨ber die wichtigsten, bisher bekannten Gene, die in mali-
gnen Melanomen von Mutationen betroffen sein ko¨nnen (nach [67])
Einwirkung auf die DNA.
Aufgrund einer scha¨digenden Einwirkung kommt es zu einem intrazellula¨ren Anstieg
der Konzentration von p53. Dieser bewirkt entweder einen Zellzyklusarrest mit der
Mo¨glichkeit der nachfolgenden endogenen DNA-Reparatur der induzierten Scha¨den
oder, bei zu großem oder irreparablem Schaden, den Eintritt in die Apoptose [22].
Dementsprechend la¨ßt sich sowohl in benignen als auch in malignen melanozyta¨ren
Neubildungen der Haut eine U¨berexpression von p53 nachweisen [23]. Bei 45% der
Na¨vi und bei 70% der malignen Melanome zeigte sich eine p53-U¨berexpression. Die
U¨berexpression korrelierte dabei weder mit der Eindringtiefe nach Breslow, noch
mit dem Progressionsstadium der Melanome oder deren Prognose [24]. Daraus kann
geschlossen werden, daß die U¨berexpression von p53 ein sehr fru¨hes Ereignis in der
Entstehung melanozyta¨rer Tumoren darstellt. Das ist eher als ein physiologischer
Schutzmechanismus zu werten und noch nicht als obligater oder fakultativer Schritt
auf dem Weg der Entartung.
Tatsa¨chlich kommen in Melanomzelllinien p53-Mutationen in ca. 25% der Fa¨lle vor,
in Melamonen betra¨gt ihre Pra¨valenz jedoch nur ca. 10%. Auch in einzelnen konge-
nitalen und dysplastischen Na¨vi sind Mutationen des p53-Gens beschrieben. Die mo-
lekulare Analyse dieser Mutationen legt eine UV-bedingte DNA-Scha¨digung nahe.
Solche Mutationen bewirken zumeist eine funktionelle Inaktivita¨t des p53-Proteins
[12].
Die mangelnde Effizienz des p53-vermittelten Zellzyklusarrestes ko¨nnte zur Resi-
stenz des Tumors gegen Bestrahlungstherapie beitragen [25].
Das Produkt des CDKN2-Gens, p16, ist ein Tumorsuppressorprotein, das in den
U¨bergangspunkt G1/S des Zellzyklus involviert ist. Mutationen, LOH (loss of hetero-
zygosity) und Deletionen im CDKN2-Gen wurden in sporadischen und heredita¨ren
malignen Melanomen der Haut verzeichnet [26]. Diese Vera¨nderungen fu¨hren zu ei-
ner verringerteren Bindung der Zyklin-D- anha¨ngigen Kinase 4 (
”
cyclin-dependent
kinase “, CDK) und infolgedessen zu einer ineffektiven Inhibition der Zellproliferati-
on [27]. Eine verringerte Bindung von p16 und CDK4 wurde auch als Ergebnis von
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Mutationen in der p16-Bindungsdoma¨ne von CDK4 berichtet [28].
Keimbahnmutationen in p16 oder CDKN2A wurden in signifikantem Maße (20%) in
verha¨ltnisma¨ßig selten vorkommenden Melanomfamilien gefunden. p16-Mutationen
in sporadischen Tumoren sind ungewo¨hnlich (nur ca. 2%) [31, 32]. Sporadisch aufge-
tretene Melanome wiesen in 4 von 12 [33] bzw. 1 von 16 Fa¨llen [34] p16-Mutationen
auf. In sporadischen dysplastischen Na¨vi konnten in 75% der Fa¨lle (9 von 12) Mu-
tationen im p16-Gen nachgewiesen werden [35].
42% der prima¨ren malignen Melanome wiesen eine mangelnde p16-Expression auf,
die invers mit der Tumordicke korrelierte, wogegen in benignen melanozyta¨ren Na¨vi
eine p16-Expression gefunden wurde [26]. In anderen Untersuchungen wurde gezeigt,
daß die p16-Expression in 59% der Melanommetastasen [29] und 77% der Melanom-
zelllinien [30] inaktiviert ist.
Ha¨ufig wurde ein Mutationsmuster gefunden, das mit UV-Licht-Exposition erkla¨rbar
ist. UVB-Bestrahlung aktiviert auf der Transkriptionsebene die Expression von
p16(INK4a) in kultivierten humanen Melanozyten. Der Arrest im Wachstum, der
mit der Bestrahlung der Melanozyten auftritt, ko¨nnte durch eine Hochregulation
von p16(INK4a) vermittelt sein. Dieser transiente Arrest ko¨nnte eine Reparatur des
UVB-induzierten DNA-Schadens erlauben. Heredita¨re oder erworbene Defekte in
CDK4A, die eine funktionelle Insuffizienz von p16(INK4a) verursachen, ko¨nnen ei-
ne vorzeitige Vermehrung von Melanozyten, die einen potentiellen DNA-Schaden
tragen, verursachen [36].
VGP-Melanome und korrespondierende Metastasen wurden untersucht, um fest-
zustellen, ob Unterschiede in der p16-Expression mit Tumorzellproliferation, Tu-
morprogression und dem U¨berleben des Patienten verknu¨pft sind. Der Verlust der
p16-Expression in VGP-Melanomen ist mit einer zunehmenden Proliferation der Tu-
morzellen verbunden [37].
In mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß 9p21 als chromosomale
Region in die Melanompathogenese einbezogen ist [38]. Ob hierfu¨r p16 oder weitere
Tumorsuppressorgene, wie p15 und p19, die in Nachbarschaft zu p16 auf Chromo-
som 9p21 liegen, verantwortlich sind, ist noch ungekla¨rt. Keimbahnmutationen im
CDKN2A-Gen auf Chromosom 9p21 wurden in heredita¨ren Melanomen identifiziert.
Jedoch zeigen nur etwa 40% dieser Melanome eine Verbindung zu 9p21. Dies weist
auf Vera¨nderungen in anderen Genen dieser Lokalisation hin, die auch fu¨r das Me-
lanom pra¨disponiert sind [39].
Fu¨r mehrere Melanomfamilien ist bekannt, daß die Inaktivierung eines p16-Allels als
ein fru¨hes Ereignis in der Melanomentstehung auftritt. Daher scheint die Annahme,
daß es sich um ein pra¨disponierendes Ereignis handelt, plausibel. Offensichtlich ist
p16 hierbei aber von anderen, noch unbekannten Genen ersetzbar. Eine weitere Mu-
tation des verbleibenen p16-Allels, mo¨glicherweise auch durch UV-Licht, findet im
Laufe der Melanomprogression in einem Teil der Fa¨lle statt, wobei diese Mutation
Folge oder Ursache der Melanomprogression sein kann.
Der chromosomale Locus INK4a/ARF kodiert fu¨r zwei zellzyklusregulierende Pro-
teine, p16 und den p53-Aktivator p14(ARF) [44].
Keimbahnmutationen in diesem Locus sind in 20-40% von multiplen Melanomfami-
lien mit Melanomsuszeptibilita¨t assoziiert. Viele dieser Mutationen beeintra¨chtigen
spezifisch p16, wogegen Mutationen, die allein p14 betreffen, selten sind. Eine Bedeu-
tung von p14 ist jedoch nicht ausgeschlossen, weil mehr als 40% der Vera¨nderungen
in INK4a/ARF p16 und p14 beeinflussen.
1.3. GENETISCHE VERA¨NDERUNGEN 11
p14 ist in Melanomfamilien, die INK4a/ARF-Mutationen tragen funktionell beein-
tra¨chtigt. In 3 von 7 getesteten INK4a/ARF-Mutationen war die subzellula¨ren Ver-
teilung von p14 vera¨ndert und die Fa¨higkeit von p14, den p53-Signalweg zu aktivie-
ren, vermindert [40].
Die p14-Expression wurde an 32 Gewebeproben mittels immunhistochemischen Fa¨r-
bungen untersucht. Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die von Zelllinien in vitro
durch immunhistologische Fa¨rbung erhalten wurden, zeigte sich eine Korrelation
zwischen der Melanomprogression und dem Verlust der p14ARF Proteinexpressi-
on. Eine positive p14ARF Proteinfa¨rbung wurde in 11 von 14 benignen Na¨vi, in 3
von 12 Melanomen und in 0 von 6 Melanommetastasen beobachtet. Das zeigt ei-
ne signifikant inverse Korrelation zwischen der p14ARF Proteinexpression und der
Progression melanozyta¨rer Tumoren, da die Sta¨rke der p14ARF Proteinfa¨rbung in
situ vom benignen melanozyta¨ren Na¨vus zum metastasierenden Melanom abnimmt
[41].
Das Retinoblastom-Tumorsuppressorgen (Rb) ist in zahlreichen Tumoren de-
letiert oder mutiert.Es wurde im Retinoblastom entdeckt und als Tumorsuppressor-
gen erkannt [42, 43].
Das Retinoblastom-Protein (RB1) ist physiologischerweise zusammen mit p53 und
p16 an der Regulation des Zellzyklus beteiligt [16]. Es bindet verschiedene S-Phase
Transkriptionsfaktoren wa¨hrend der G1-Phase. Gegen Ende der G1-Phase ist RB1,
das durch die CDK4 phosphoryliert ist, in einem Komplex mit Zyklinen vom Typ
D assoziiert. Die durch RB1 gebundenen Transkriptionsfaktoren werden freigesetzt,
und die Zelle kann in die S-Phase u¨bergehen. Die Hauptrolle bei der Regulation des
U¨berganges G1/S kommt dem CDKN2A-Gen zu. CDKN2A (p16INK4a) inhibiert
die Phosphorylierung von RB1 durch die Bindung von CDK4 [44]. Der Verlust der
G1/S-Inhibitoren vermindert die Fa¨higkeit der Wachstumskontrolle und wu¨rde so
zu einer malignen Transformation fu¨hren. U¨berexpression kann die Progression von
Melanomzelllinien stoppen und zur Redifferenzierung fu¨hren [45].
Da Patienten mit familia¨ren Retinoblastomen auch eine erho¨hte Inzidenz von Me-
lanomen aufweisen, ko¨nnte dies auf eine mo¨gliche Rolle des Rb-Gens fu¨r die Mela-
nomentstehung und/oder -progression schließen lassen [12].
Ein neues Tumorsuppressorgen, PTEN/MMAC1, auf Chromosom 10q23.3, zeigt
eine Vielzahl von Mutationen in soliden Tumoren wie Gliomen und Brustkrebs.
Aberrationen des langen Arms von Chromosom 10 wurden ha¨ufig in der Progres-
sion des malignen Melanoms der Haut gefunden [46]. Erste Studien, basierend auf
Zelllinien und Metastasen, wiesen auf eine Involvierung von PTEN/MMAC1 im
malignen Melanom hin. Weitere Untersuchungen an Gewebeproben unterstreichen,
daß Mutationen in PTEN/MMAC1 kein essentielles Ereignis im Anfangsstadium
des Melanoms sind, aber auf die Tumorprogression einen Einfluß haben ko¨nnen [47].
Onkogene sind Gene, die durch Mutation kodierender oder regulatorischer Sequen-
zen des malignen Pha¨notyp aktiv beeinflussen. Sie werden auch als dominate Tu-
morgene bezeichnet.
Die ras-Onkogene geho¨ren zu den am ha¨ufigsten in Tumoren gefundenen Onko-
genen. Die Familie der ras-Proto-Onkogene besteht bei Sa¨ugern, einschließlich des
Menschen, aus drei Mitgliedern: Ha-ras, Ki-ras und N-ras. Ras-Proto-Onkogene sind
12 KAPITEL 1. EINLEITUNG
ubiquita¨r verbreitet und kodieren fu¨r hochgradig homologe Proteine, die als p21ras
bezeichnet werden. Ras-Proteine haben eine zentrale Bedeutung bei der intrazel-
lula¨ren Signaltransduktion von der Zellmembran in den Zellkern, wodurch Vorga¨nge
der Proliferation, aber auch der Zelldifferenzierung gesteuert werden.
Die eigentlich Aktivierung von ras-Protein erfolgt durch reversible GTP-Bindung an
p21ras.
Punktmutationen von zwei definierten Codons des ras-Gens, Codon 12 bzw. 61,
bewirken u¨ber eine Konformationsa¨nderung von p21ras, so daß die enzymatische
Inaktivierung ausbleibt und p21ras in einem aktiven Zustand verbleibt [19]. Meh-
rere Untersuchungen zeigen, daß solche aktivierenden ras-Gen-Mutationen nur in
Einzelfa¨llen in melanozyta¨ren Na¨vi vorhanden sind und erst spa¨ter im Verlauf der
Melanomprogression auftreten [48]. Als isolierte genetische Vera¨nderung ko¨nnen sie
die maligne Transfomation von Zellen nicht auslo¨sen, wohl aber in Zusammenspiel
mit Vera¨nderungen weiterer Tumorsuppressorgene wie p16 [49] oder p53 [50].
Ein kritischer Faktor in der Melanomprogression ist der U¨bergang vom RGP- zum
VGP-Melanom. Eine hohe Inzidenz von ras-Mutationen wa¨hrend der Progression
wurde gefunden, jedoch nicht in fru¨hen Melanomstadien. Eine stabile Expression
von aktiven ras-Proteinen fu¨hrte in einer prima¨ren humanen Melanomzelllinie zu
einer versta¨rkten Proliferation, Migration und Invasion in vitro und zu versta¨rkter
subkutaner Tumorformation in vivo.
Ras-Gen-Mutationen wurden vor allem in Melanomen gefunden, die an UV-exponier-
ten Ko¨rperarealen entstanden waren, allerdings mit relativ geringer Pra¨valenz (7 von
37). Die molekulare Analyse der aufgetretenen Mutationen legt eine ursa¨chliche UV-
Licht-Bestrahlung als auslo¨senden Mechanismus nahe [51].
β-catenin spielt eine entscheidende Rolle in der Funktion der Adha¨sionsmoleku¨le
und in wachstumsregulierenden Signalwegen, die in die maligne Transformation in-
volviert sein ko¨nnen. Es ist die Schlu¨sselkomponente des Wnt-Signalweges [52]. Der
Wnt-Signaltransduktionsweg ist in verschiedene Differenzierungereignisse wa¨hrend
der embryonlaen Entwicklung involviert und fu¨hrt zu einer Tumortransformation,
wenn er anormal aktiviert ist. Das Wnt-Signal transmittiert in den Zellkern durch
die zytosolische Komponente β-catenin. In der Abwesenheit von Wnt liegt β-catenin
konstitutiv degradiert in Proteasomen vor. In Gegenwart von Wnt ist β-catenin sta-
bilisiert und kann mit den HMG-Box Transkriptionsfaktoren der LEF/TCF-Familie
assoziieren. Der Komplex aus LEF/TCF/β-catenin aktiviert spezifische Wnt Zielge-
ne. In Tumoren ist die Degradierung von β-catenin durch Mutationen im β-catenin
oder des Tumorsuppressorgenproduktes APC blockiert. Infolgedessen ist β-catenin
stabilisiert, bildet konstitutive Komplexe mit den LEF/TCF-Faktoren und aktiviert
Oncogene wie c-myc, Cyclin D1 und c-jun [53].
Die Dysregulation von β-catenin ist ein bedeutendes Ereignis bei der Entstehung ei-
ner Vielzahl von malignen Tumoren wie Dickdarmkrebs, Leberkarzinom, Ovar- und
Endometrialkrebs, Prostatakrebs und Melanom [54, 55].
Cadherine und Catenine scheinen auch in die melanozyta¨re Entwicklung und Trans-
formation involviert zu sein. Die wichtigsten Vera¨nderungen in der Expression des
membransta¨ndigen Cadherins und des Catenins treten sehr spa¨t in der biologischen
Progression melanozyta¨rer Tumore auf, ab dem Stadium
”
in transit“ oder regiona-
len Lymphknotenmetastasen, Sie haben Auswirkungen auf das Tumorwachstum, die
Invasion und die Verbreitung [56]. β-catenin wird in 96% der melanozyta¨ren Na¨vi,
in 94% der RGP-, in 65% der VGP-Melanome und in 38% der metastasierenden
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Melanome exprimiert. Benigne und maligne melanozyta¨re La¨sionen haben verschie-
dene Muster der Lokalisation von β-catenin. Die meisten β-catenin-exprimierenden
La¨sionen zeigen eine zytoplasmatische Lokalisation. U¨ber 40% der benignen La¨sio-
nen, aber nur 10% der prima¨ren und 15% der metastasierenden Melanome zeigen
auch eine Kernlokalisation. Fehlende oder schwache Expression von β-catenin war
mit anderen Progressionsmarkern assoziiert, einschließlich der Tumordicke und dem
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen. Dies fu¨hrt zu der Annahme, daß der
Verlust oder die verminderte β-catenin-Expression in Melanomzellen eine signifikan-
te Rolle in der Tumorprogression spielen [57].
Amplifikation und U¨berexpression des c-myc-Gens ist mit neoplastischer Transfor-
mation in einer Vielzahl maligner Tumore assoziiert. Untersuchungen zur Funktiona-
lita¨t des c-myc-Gens durch Detektion der c-myc RNA-Expression mittels RT-PCR
und des c-myc Proteins durch Immunhistochemie wurden durchgefu¨hrt. Prima¨re
Melanome (4 von 8) und Melanommetastasen (11 von 33) zeigen zusa¨tzliche c-myc
Signale, im Vergleich zur Kopienanzahl des Centromers von Chromosom 8. In Na¨vi
und normaler Haut ist dieser Zugewinn nicht ersichtlich. In Melanomzelllinien (2 von
7) wurde eine Isochromosom 8q Formation mit einem relativen Gewinn von c-myc-
Kopien und einem Verlust von 8p beobachtet. Die ho¨chste c-myc-Genexpression im
Vergleich zu GAPDH wurde in Melanommetastasen (17,5%) gefunden. Na¨vi (6,6%)
und prima¨re Melanome (5%) exprimieren weniger c-myc-Gen. 72,7% der Patienten
mit c-myc Extrakopien hatten viscerale Melanommetastasen, Patienten ohne c-myc
hatten einen Zugewinn nur in 35%. Das Patientenkollektiv mit zusa¨tzlichen c-myc
Kopien wies eine signifikant ho¨here Expression des Gens auf. Das deutet darauf hin,
daß ein c-myc Zugewinn in Relation zur Centromer 8 Kopienanzahl mit einer Pro-
gression des Melanoms assoziiert sein ko¨nnte [58, 59].
Melanome des Kopfes und des Halses haben eine schlechtere Prognose als Mela-
nome, die an anderen Hautpartien entstehen. U¨berlebensanalysen zeigten, daß die
Einordnung von Patienten nach der Onkogenexpression einen prognostischen Mar-
ker mit ku¨rzerer Gesamtlebensdauer in Tumoren mit hoher nuklearer c-myc Positi-
vita¨t vervorrief. Multifaktorenanalysen ergaben, daß nuklea¨res c-myc Onkoprotein
ein unanbha¨ngiger progostischer Marker ist und von klinischer Bedeutung bei der
Identifikation von Patienten mit hohem Risiko sein kann [60].
Das bcl-2-Gen (
”
B-cell lymphoma“) wurde als Onkogen in lymphatischen Tumoren
entdeckt. Das bcl-2-Gen kann physiologischerweise den Eintritt der exprimierenden
Zelle in die Apoptose blockieren.
In melanozyta¨ren Na¨vi ist bcl-2 zu 100% exprimiert, in Melanomen zu 67% und in
Melanommetastasen noch in 54% [61]. In nodula¨ren malignen Melanomen und in
Melanommetastasen lassen sich Tumorsubzellpopulationen abgrenzen, in denen im-
munhistochemisch keine bcl-2-Expression nachweisbar ist [62]. Diese Untersuchun-
gen zeigen, daß die Expression von bcl-2 auch in Melanozyten als physiologisch zu
werten ist.
Phorbolester, die die Proteinkinase C aktivieren, stimulieren das Wachstum nor-
maler humaner Melanozyten, aber inhibieren das Wachstum der meisten Mela-
nomzellen. Melanozyten und Melanomzellen wurden mit dem Phorbolester 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) kultiviert. Bei der Behandlung der Melano-
zyten mit TPA waren apoptotische Zellen zu sehen. Nach Entfernung von TPA aus
dem Kulturmedium nahm die Anzahl der apoptotischen Zellen zu. Die Zugabe von
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TPA induzierte in Melanomzellen keine Apoptose, inhibierte das Wachstum jedoch
stark. Der Schutz von Melanozyten vor Apoptose ist mit einer hohen Expression von
bcl-2 assoziiert. Nach der Ru¨cknahme von TPA von den Melanozyten sank die bcl-2
Expression [63]. Der anti-apoptotische Effekt von bcl-2 ist bekannt. Die Rolle von
bcl-2 in der Reaktion des Tumors auf Therapie und Arzneimittelresistenz ist jedoch
noch unklar. Posttranslationale Modifikationen von bcl-2 sind mo¨glicherweise in die
Kontrolle des Apoptosesignalweges involviert. Bcl-2 spielt eine wichtige Rolle in der
zellula¨ren Reaktion auf oxidativen Streß und die Behandlung mit Cisplatin, einem
Zytostatikum. Die oxidative und Cisplatin-induzierte Reaktion von bcl-2 repra¨sen-
tiert einen regulatorischen Mechanismus, um die U¨berlebensfunktion von bcl-2 durch
Auslo¨sen der Apoptose und Versta¨rken der Apoptosereaktion zu umgehen. Ein sol-
cher Signalweg ko¨nnte dazu benutzt werden, die Effizienz der Chemotherapie von
Melanomen, die bcl-2 exprimieren, zu verbessern [64].
1.3.2 Adhesionsmoleku¨le
Die Expression von Adesionsmoleku¨len von Melanozyten in verschiedenen Stadien
der Tumorprogression ist ein dynamischer Prozeß.
Es besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, daß Melanomzellen zu metastasieren be-
ginnen, wenn die Tumordicke des Melanoms 0,75 mm u¨berschreitet. Zuna¨chst me-
tastasieren Melanome in die umgebenden Lymphgefa¨ße. Spa¨ter metastasieren sie
ha¨matogen in Lunge, Leber und Gehirn [65]. Um aus dem Ort des Prima¨rtumors
”
auszubrechen “, brauchen die Tumorzellen zwei Eigenschaften, die differenzierte
Melanozyten nicht besitzen:
1. Die Melanomzelle muß in der Lage sein, die umgebende Extrazellularmatrix
und die Basalmembran proteolytisch abzubauen, damit eine Wanderung der
Zelle mo¨glich ist.
2. Die Tumorzelle muß, um mobil zu sein, auch bestimmte Adhesionsmoleku¨le
besitzen, die ein Attachment an die Matrixproteine, aber auch an andere Zellen
ermo¨glichen.
Integrine sind Zelloberfla¨chenrezeptoren, die ein Attachment der exprimierenden Zel-
le an verschiedene Matrixproteine und Zell-Zell-Kontakte vermitteln. Sie bestehen
aus einer α- und einer β-Untereinheit. Kurze Peptidsequenzen in den Matrixprotei-
nen, z.B. das Tripeptid RGD (Arg-Gly-Asp), das u.a. in Fibronektin und Vitronektin
vorkommt, werden durch die Integrine erkannt (siehe Abb. 1.6).
β α
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Abb. 1.6: Aufbau von Integrinen und Erkennung kurzer Peptidsequenzen, z.B. Tripep-
tid RGD (Arg-Gly-Asp).
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Abb. 1.7: Dynamische Vera¨nderungen in der Expression von Adha¨sionsmo-
leku¨len und Matrixproteinen in der Melanomprogression. Abnehmende Expressi-
on (↓) ist zu sehen fu¨r einige Cadherine, CAMs, Integrine und Matrixproteine. Eine starke
Zunahme(↑) einer Vielzahl von Adha¨sions-verwandeten Moleku¨len, erst in Na¨vi, dann in
VGP-Melanomen. (nach [67])
Verschiedene Integrine werden wa¨hrend der Melanomprogression stark hochregu-
liert, z.B. αvβ3, α2β1 und α4β1. Die versta¨rkte Expression von αvβ3 ist eindeutig
mit der Invasivita¨t der Melanomzelle korreliert. Weder in dysplastischen Na¨vi noch
in Prima¨rtumoren (RGP-Melanome) ist αvβ3 detektierbar. Im Kontrast dazu ex-
primieren VGP-Melanome (8 von 12) und metastasierende Melanome (11 von 11)
dieses Integrin [66]. αvβ3 ermo¨glicht die Bindung der Zelle an eine Vielzahl von Ma-
trixproteinen und ist der spezifischste Marker, der eine Unterscheidung von RGP-
und VGP-Melanomen ermo¨glicht [66]. Ferner wurde eine Hochregulation von Mel-
CAM/MUC18, Chondroitinsulfat-Proteoglykan (CSPG), der GD3-Ganglioside und
von Acetyl-GD3 wa¨hrend der Transition vom normalen Melanozyt zum Na¨vus de-
tektiert [67] (vgl. Abb. 1.7).
Mel-CAM (CAM - cell adhesion molecule) bindet an einen noch unbekann-
ten Liganden und ko¨nnte eine Hauptrolle in der Metastasierung durch Vermitt-
lung von nicht nur Melanomzell-Melanomzell-Wechselwirkungen, sondern auch von
Melanomzell-Endothelzelladha¨sion, spielen [68]. Mel-CAM/MUC18 scheint zusam-
men mit αvβ3, dem Vitronektin-Rezeptor, die Metastasierung zu fo¨rdern.
Auch eine Abnahme der Adha¨sionsmoleku¨l-Expression mit der Progression des Tu-
mors wurde beschrieben.
Cadherine bilden eine große Familie von Ca2+-abha¨ngigen Zelladha¨sionsmoleku¨len,
die vorrangig homophile Interaktionen vermitteln. Die klassischen Cadherine, ein-
schließlich E (epithelial)-, P (plazental)- und N (neural)-Cadherin, bestehen aus fu¨nf
extrazellula¨ren Cadherin-Doma¨nen und einer konservierten zytoplasmatischen Re-
gion, die im Aktin-Zytoskelett verankert ist. Die interessantesten Beobachtungen
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bezu¨glich der Cadherin-Expression und Melanomprogression kommen von Studien
u¨ber die Expression von E-Cadherin [69].
Melanozyten exprimieren E-Cadherin, das eine regulatorische Funktion in der epi-
dermalen Morphologie und Organisation der Haut hat. Es konnte in vitro gezeigt
werden, daß E-Cadherin als erster Vermittler der Melanozyten Adha¨sion an Kera-
tinozyten wirkt. Melanomzellen zeigen eine deutliche Reduktion oder den Verlust
der E-Cadherin-Expression und damit auch einen verringerten Zell-Zell-Kontakt zu
Keratinozyten [70]. Melanomzellen exprimieren E-Cadherin invers zu ihrem Progres-
sionsgrad [71].
Wa¨hrend der Entwicklung vom Na¨vus zum Melanom ist die Expression von Wachs-
tumsfaktoren wie dem Stammzellfaktor und Endothelin-3 vermindert, wogegen sich
die Cadherin-Expression zeitgleich invers verschiebt. Der Verlust von E-Cadherin
und der Zugewinn von N-Cadherin in Melanomzellen hat deutliche Konsequen-
zen fu¨r die regulatorischen Interaktionen zwischen den verschiedenen Zelltypen der
Haut. Na¨vus und Melanomzellen, die kein E-Cadherin exprimieren, sind resistent
gegenu¨ber der Kontrolle durch die Keratinozyten. Versta¨rkte Expression von durch
versta¨rkte Kontrolle der Keratinozyten E-Cadherin in Melanomzellen kann den ma-
lignen Pha¨notyp revidieren [72]. Eine versta¨rkte Reexpression von E-Cadherin in
Melanomzellen fu¨hrt zu einer Wachstumsverzo¨gerung, Inhibition der Invasion und
Induktion der Apoptose in dreidimesionalen Haut-Rekonstrukten und abnehmende
Tumorgenizita¨t [73].
Alle Ergebnisse, die von in vivo Tumormodellen erhalten wurden, beweisen ein-
deutig, daß E-Cadherin als ein potenter Tumorsuppressor angesehen werden kann
[74, 75].
1.3.3 Transkriptionsfaktoren
Die Abschrift oder Umschrift der Nukleotid-Folge eines Gen-Abschnittes auf der
DNA wird als Transkription bezeichnet. Zur geordneten Transkription reicht die
RNA-Polymerase nicht aus. Zusa¨tzliche Proteine sind notwenig, sogenannte Tran-
skriptionsfaktoren. Die Transkription ha¨ngt von der Wechselwirkung der Promotor-
region mit spezifischen Transkriptionsfaktoren ab. Ihre Bindung bewirkt eine posi-
tive oder negative Regulation der Transkription.
U¨ber Transkriptionsfaktoren, die ihre Expression oder Aktivita¨t mit der Transfor-
mation vom Melanozyten zur Melanomzelle a¨ndern, ist bis heute nur wenig bekannt.
Zwei melanomspezifische Octamer (ATGCAAAT) bindende Faktoren, Oct-1 und
Oct-2, die aus einer Tumormetastase isoliert wurden [76] sowie ein POU-Doma¨ne
Transkriptionsfaktor Brn-2/N-Oct-3 [77] wurden beschrieben. Desweiteren konnte
bei etwa 50% aller Melanome eine U¨berexpression des c-myc Onkogens festgestellt
werden. C-myc ist ein positiver Regulator des Zellzyklus-U¨berganges zwischen der
G0- und der G1-Phase und stimuliert dadurch die Proliferationsrate. Dieses Onkogen
konnte als Zielgen des APC-Signalweges identifiziert werden [78]. Dieser Signalweg
ist im Kolonkarzinom gut charakterisiert und scheint auch im Melanom eine Rolle zu
spielen. Die U¨berexpression von c-myc korreliert in einigen Melanomen mit der ver-
minderten Ausschu¨ttung von HLA Klasse I [79]. Die geringe Expression von HLA-I
hat eine verminderte Erkennung des Melanoms durch das Immunsystem zur Folge
[80]. Eine versta¨rkte Expression wird von c-jun und c-fos in Melanommetastasen,
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im Vergleich zu Melanozyten, beschrieben [81].
Als ein sensitiver und spezifischer Melanozyten-Marker wurden der Transkriptions-
faktor MITF (Microphtalmia Transcription Factor) beschrieben, der fu¨r die
Entwicklung und das U¨berleben von Melanozyten essentiell ist [82, 83]. Dieses Pro-
tein bindet sequenzspezifisch an das cis-regulatorische Element TDE (Tyrosinase
Distal Element) im Tyrosinase-Promotor [84, 85]. Spezifische Promotorregionen sind
auch fu¨r die Bindung anderer Proteine wie Trp-1 [86] und Trp-2 [87] sowie Mela-
notransferrin [88] charakterisiert worden.
Der TranskriptionsfaktorAP-2 spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Expression verschiedener Gene, die in das Tumorwachstum und in die Progression
involviert sind. Untersuchungen an benignen und malignen melanozyta¨ren La¨sio-
nen zeigen eine signifikant negative Korrelation zwischen der AP-2 Expression und
der Tumordicke. Die AP-2 Expression ist positiv mit der Expression von E-Cadherin
und c-kit, einer Transmembran-Rezeptor-Kinase, assoziiert. Im Gegensatz dazu gibt
es einen negativen Zusammenhang zwischen der AP-2 und der p21 Expression. Das
fu¨hrt zu der Annahme, daß p21 unabha¨ngig ist von der AP-2 Transaktivatorfunktion
wa¨hrend der letzten Phasen der Melanomprogression. Es ist somit nicht mo¨glich auf-
grund der Expression von AP-2, c-kit, E-Cadherin und p21 zwischen dysplastischem
Na¨vus und nicht-dysplastischem Na¨vus zu unterscheiden. Die Vera¨nderungen in der
Expression dieser Proteine sind nur in die letzten Phasen der Melanomprogression
deutlich zu sehen. Sie ko¨nnten fu¨r die Transition vom lokal invasiven Melanom zur
Metastase verantwortlich sein [89].
Die Transition vom RGP- zum VGP-Melanom ist auch mit einer U¨berexpression
der Transkriptionfaktoren CREB (CRE-binding protein) und ATF-1 (Activating
Transcription Factor-1) verbunden [90]. ATF-1 und CREB sind in die cAMP-
und Ca2+-induzierte transkriptionelle Aktivierung impliziert. Die Expression dieser
Transkriptionsfaktoren ist in metastasierenden Melanomzellen versta¨rkt. Wie die
U¨berexpression von ATF-1/CREB zum metastatischen Pha¨notyp beitra¨gt, ist noch
unklar. Bisher wurden zwei mo¨gliche Mechanismen identifiziert, die dies erkla¨ren
ko¨nnten. Im ersten Mechanismus spielt ATF-1/CREB eine essentielle Rolle in der
Invasion durch Regulation der CRE-abha¨ngigen Expression der Metalloproteinase
MMP-2 und des Adha¨sionsmoleku¨ls MUC18/MCAM. Im zweiten Mechanismus agie-
ren ATF-1 und CREB als U¨berlebensfaktoren fu¨r humane Melanomzellen [91].
Die Proteine der NFκB-Transkriptionsfaktorfamilie stellen ein spezialisiertes Sy-
stem eines ubiquita¨ren Transkriptionsfaktors dar. Die Stimuli, die NFκB aktivieren,
reichen von physikalischem Streß (ionisierende Strahlung, UV-Strahlung) u¨ber in-
fektio¨se Agentien bis hin zu biochemischen Reizen und zellula¨ren Botenstoffen wie
den Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren. Dieser Vielfalt an Stimuli, die
NFκB aktivieren ko¨nnen, steht eine nicht minder große Anzahl an Genen gegenu¨ber,
die durch NFκB reguliert werden. Diese Vielfalt von Einflußfaktoren reicht von Zyto-
kinen und Wachstumsfaktoren u¨ber Streßproteine bis hin zu immunmodulierenden
Moleku¨len [92]. Nach der Erforschung der Fu¨lle proinflammatorischer, immunsti-
mulierender Funktionen des NFκB-Signalweges wurde die Rolle des Transkriptions-
faktorsystems bei der Entstehung und Abwehr von malignen Tumoren erst relativ
spa¨t transparent. Bei verschiedenen Tumoren, wie auch beim malignen Melanom,
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sind die Moleku¨le der spezifischen Immunabwehr herunterreguliert. Eine Defizienz
in der Oberfla¨chenexpression von HLA-Klasse-I-Moleku¨len verhindert eine mo¨gliche
Erkennung des Tumors durch Tumor-infiltrierende Lymphozyten. Andererseits kann
NFκB Apoptose u¨berdru¨cken. Die Zuga¨nglichkeit gegenu¨ber einer Apoptoseeinlei-
tung durch Chemotherapeutika, ionisierende Strahlung oder TNF-α (tumor necrosis
factor-α) wird durch NFκB-Aktivierung verringert [93].
Das klassische NFκB ist ein Heterodimer der Untereinheiten p50 und p65. Im Zyto-
plasma liegt es in der inaktiven Form gebunden an IκB (inhibitoringκB) vor. Wird
IκB durch die IκB-Kinase (IKK) phosphoryliert, kommt es zu einer Dissoziation von
IκB und anschließenden Degradierung. NF-κB ist nun in einer aktiven Form und
kann in den Zellkern translozieren, um spezifische Transkriptionsprozesse zu regu-
lieren. Konstitutive IKK-Aktivita¨t ist mit einer Zunahme der Phosphorylierung und
Degradierung von IκB verbunden. Dies fu¨hrt zu einem ho¨heren Anteil an endogenem
NFκB in Melanomzellen [95].
Metastasierende Melanome sind typischerweise gegen Strahlen- und Chemotherapie
resistent. Die zugrundeliegende Basis fu¨r dieses Pha¨nomen ko¨nnte teilweise von De-
fekten in den apaptotischen Signalwegen herru¨hren. Es wurde gezeigt, daß NFκB
die Apoptose in vielen Zelltypen kontrolliert und normalerweise als ein unmittelba-
rer Streßantwort-Mechnismus fungiert, der durch multiple Inhibitorkomplexe rigoros
kontrolliert wird. Die NFκB-Bindung ist in metastasierenden Melanomen relativ zu
normalen Melanozyten erho¨ht. Studien zeigten, daß Melanomzelllinien im Vergleich
zu normalen Melanozyten ein ho¨heres nuklea¨res Level der NFκB Untereinheiten p50
(7fach) und p65 (5-10fach) aufweisen [96]. Die konstitutive Aktivierung von NFκB
in metastasierenden Melanomzellkulturen ko¨nnte zu einem ungeeigneten Zell-U¨ber-
lebensweg beitragen, der therapeutisch manipulierbar sein kann.
1.3.4 Wachstumsfaktoren, Zytokine und ihre Rezeptoren
Maligne Melanomzellen exprimieren, je nach Stadium der Progression, verschiedene
Wachtstumsfaktoren und Zytokine sowie deren Rezeptoren, welche durch autokrine
und parakrine Effekte die Zellen zu einem autonomen Wachstum und zur Meta-
stasierung befa¨higen. In Abb. 1.8 sind die wichtigsten autokrinen und parakrinen
Wachstumsfaktoren und Zytokine, die in die Wachstumsregulation von Melanom-
zellen involviert sind, dargestellt.
Autokrine Wachstumsfaktoren (bFGF, MGSA/GRO, IL-8 und manchmal auch IL-
6, PDGF-A, IL-10) werden von den Melanomzellen selbst produziert, um die eige-
ne Proliferation zu stimulieren. Parakrine Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, EGF,
TGF-β, IL-1, GM-CSF, IGF-1, NGF, VEGF) vera¨ndern die Mikroumgebung der
Zellen, um das Tumorwachstum und die Invasion zu begu¨nstigen. Zu den parakrinen
Effekten geho¨ren Angiogenese, Stromaformation, Modulation der Immunantwort,
Aktivierung proteolytischer Enzyme, Adha¨sion oder Motilita¨t und Metastasenbil-
dung. Einige Wachstumsfaktoren haben inhibierende Effekte in Melanozyten und
fru¨hen La¨sionen (IL-1, IL-6, TGF-β, OSM, TNF, IFN) zur Folge. Dies trifft jedoch
nicht in fortgeschrittenen Melanomstadien zu. In einigen Fa¨llen wandeln sie sich in
autokrine Stimulatoren (IL-6, TGF-β) um [97]. Wachtstumsfaktoren und Zytokine
sind geeignete Progressionsmarker (vgl. Abb. 1.9).
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Abb. 1.8: Wachstumsregulation von Melanomzellen durch autokrine und pa-
rakrine Wachstumsfaktoren und Zytokine : + = Stimulator, - = Inhibitor, ch =
chemotaktisch, mo = Motitlita¨tsfaktor (nach [97])
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Abb. 1.9: Dynamik der Wachstumsfaktor- und Zytokinexpression wa¨hrend der
Progression. bFGF und IL-8 nehmen zu einem fru¨hen Zeitpunkt in der Progression zu,
aber IL-8 nimmt im metastasierenden Melanom ab. Andere Faktoren zeigen eine teilweise
Zunahme in der Transition vom RGP-Melanom zum VGP-Melanom. (nach [67])
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bFGF (basic fibroblast growth factor) oder FGF-2 ist der einheitlichste Wachstums-
faktor, der vom Melanomzellen, aber nicht von normalen Melanozyten, exprimiert
wird [98]. Melanozyten und Melanomzellen exprimieren beide den hoch affinen Mem-
branrezeptor fu¨r bFGF, vorrangig FGF-R1. Maligne Zellen ko¨nnen auch FGF-R4
exprimieren [99].
Die Inhibition von bFGF durch spezifische neutralisierende Antiko¨rper oder durch
Antisense-Oligonukleotide resultiert in einer Suppression des Tumorwachstums [98].
bFGF stimuliert nicht nur das Wachstum von Melanozyten und Melanomzellen,
sondern auch die Angiogenese, die Stromaformation und die Invasion. Es aktiviert
proteolytische Enzyme wie den tPA (tissue-type plasminogen activator) und den
uPA (urokinase-type plasminogen activator) sowie Kollagenasen. Das kann die In-
vasion in umgebendes Gewebe ermo¨glichen. Fu¨r Keratinozyten, Fibroblasten und
Endothelzellen ist bFGF mitogen [100].
Unter den anderen Mitgliedern der FGF Gen-Superfamilie wird KGF (keratinocyte
growth factor) oder FGF-7 in dermalen Fibroblasten, epidermalen Melanozyten und
malignen Melanomzellen exprimiert. KGF spielt eine Rolle im Wachstum und der
Differenzierung von Melanozyten [97].
PDGF-A und PDGF-B (platelet derived growth factor) werden beide von Me-
lanomzellen exprimiert, wobei die Expression von PDGF-A die Gewo¨hnlichere ist.
Die Expression von PDGF-A in Melanozyten ist selten. Die Expression von PDGF-
B kommt nicht vor. PDGF spielt eine wichtige Rolle in der Tumorangiogenese und
Stromaformation [97].
TGF-α (transforming growth factor-α) weist eine hohe strukturelle Homologie zu
EGF (epidermal growth factor) auf und konkurriert mit EGF um den gleichen Re-
zeptor. TGF-α stimuliert die Zellproliferation [101]. Konstitutive Expression von
TGF-α mRNA und Protein ist ein Tumor-assoziiertes Pha¨nomen im humanen Me-
lanom. Melanozyten exprimieren kein TGF-α, es sei denn, sie werden durch UV-
Strahlung stimuliert. Die Expression des EGF-Rezeptors ist mit dem Stadium der
Melanomprogression korreliert: keine Expression in normalen Melanozyten, schwa-
che Expression in dysplastischen Na¨vi und RGP-Melanomen (20%) und starke Ex-
pression in VGP-Melanomen (89%) und in metastasierenden Melanomla¨sionen (80%)
[98, 100].
TGF-β wird von der Mehrzahl der kultivierten Melanomzellen konstitutiv expri-
miert, wa¨hrend Melanozyten es latent nur nach Stimulation durch exogene Wachs-
tumsfaktoren wie IGF-I (insulin-like growth factor-I) produzieren ko¨nnen. Mela-
nomzellen und Melanozyten ko¨nnen TGF-β1 und TGF-β3 exprimieren, aber nur
Melanomzellen sythetisieren TGF-β2-Transkripte. TGF-β2 hat immunsuppressive
Effekte, und TGF-β1 beeinflußt die Regulation der Expression von MHC II Antige-
nen im Melanom [97].
TGF-β u¨bt eine negative Kontrolle auf die Proliferation von normalen Melano-
zyten aus. Melanomzellen im fortgeschrittenen Stadium sind gegen diesen anti-
proliferativen Effekt resistent, wobei es zu keinerlei Vera¨nderungen in der Bindung
von TGF-β [102] oder der Expression des TGF-β-Rezeptors kommt [103]. Wa¨hrend
der Dedifferenzierung nimmt die Sensibilita¨t von TGF-β ab, verschindet letztend-
lich ganz, und TGF-β wechselt vom parakrinen Inhibitor zum autokrinen Stimulator
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im fortgeschrittenen Stadium des metastasierenden Melanoms. Die Expression des
TGF-β Proteins kann als biologischer Marker fu¨r die Melanomprogression in situ
angesehen werden. Diese Proteinexpression korreliert mit der Expression des TGF-
β-TypIII-Rezeptors und weist in vivo auf die Mo¨glichkeit einer autokrinen Schleife
hin [97].
TGF-β unterstu¨tzt die Melanomprogression in vivo auch durch eine parakrine Me-
thode: es reguliert die Melanogenese, induziert die Angiogenese und ermo¨glicht die
angiogene Wirkung von bFGF [102].
MGSA/GRO (melanoma growth stimulatory activity/growth regulated protein)
wird nicht in Melanozyten und benignen Na¨vi exprimiert. In Melanomzellen wurden
alle drei MGSA-Gene (α, β und γ) identifiziert, wobei das Proteinlevel von MGAS-α
deutlich ho¨her ist [104]. In immortalen Melanozyten fu¨hrt die kontinuierliche Ex-
pression von MGSA/GRO-α, -β oder -γ zu einer nahezu 100%igen Tumorbildung
[97]. Parakrines MGSA/GRO wirkt auch als ein neutrophiler chemotaktischer und
angiogener Faktor [104].
Interleukin-6 (IL-6) kann die Wachstumseigenschaften von Melanomzellen unter-
schiedlich beeinflussen. Die Proliferation humaner Melanozyten und das Wachstum
von Melanomzellen (in fru¨hen Stadien) wird durch IL-6 inhibiert. Melanome in fort-
geschrittenen Stadien sind resistent gegen den anti-proliferativen Effekt von IL-6.
Eine deutliche Inhibition des Wachstums ist ersichtlich, wenn dem Zellkulturme-
dium IL-6-Antisense-Oligonukleotide zugefu¨gt werden. Neutralisierende Antiko¨rper
sind ineffektiv. Das demostriert, daß IL-6 ein
”
bifunktionelles“ Zytokin ist.
Parakrine Effekte von IL-6 sind mit einem Einfluß auf die Tumorangiogenese und
auf die Aktivita¨t der Tumor infiltrierenden Immunzellen sowie der Hochregulation
ICAM-1 Expression in Melanozyten und Melanomzellen verbunden [97].
Interleukin-8 (IL-8) wird von Melanozyten und Melanomzellen produziert. IL-8
interagiert hoch affin mit CXC-R-1 und CXC-R-2, den beiden Subtypen des Che-
mokinrezeptors. Die Rezeptorexpression ist in Melanomzellen ho¨her als in norma-
len Melanozyten. Außer seiner autokrinen Rolle induziert IL-8 die Migration von
Melanomzellen und die Selektion metastatischer Tumorklone. Die IL-8-Expression
korreliert mit dem metastatischen Potential von Melanomzellen [97].
Von Melanomzellen produziertes Interleukin-10 (IL-10) supprimiert die T-Zell-
Reaktion durch gleichzeitige Inhibition der Expression von MHC Klasse II und der
Herunterregulation von MHC Klasse I und ICAM-1 [97].
Oncostatin M (OSM) kann inflammatorische Prozesse durch eine zunehmende
Produktion von LIF durch Tumorzellen induzieren, ein Synergieeffekt wie durch
TNF-α, einem potenten Inhibitor des Tumorzellwachstums.Melanomzellen eignen
sich eine Resistenz gegen den anti-proliferativen Effekt von OSM (Multizytokinresi-
stenz) im Laufe der Tumorprogression an: Melanome im fru¨hen Stadium sind durch
exogenes OSM stark inhibiert, Melanome im fortgeschrittenen Stadium sind resi-
stent fu¨r OSM und IL-6 [97].
IGF-I (insulin-like growth factor-I) und Insulin sind in vitro essentielle Mitoge-
ne fu¨r normale Melanomzyten, Na¨vuszellen und prima¨re Melanome. Die Expression
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des IGF-I-Rezeptors variiert mit der Tumorprogression. Dieser Rezeptor ko¨nnte eine
dominante Rolle in der Transformation und der Tumorgenese spielen. IGF-I, IGF-
II und Insulin sind chemotaktische Agentien fu¨r humane Melanomzellen, die einen
IGF-Rezeptor Typ I besitzen [97].
Spa¨te Stadien in der Progression des malignen Melanoms ko¨nnen durch eine pro-
gressive Abnahme des Bedu¨rfnisses exogener Wachstumsfaktoren charakteriesiert
werden. Wa¨hrend normale Melanozyten in vitro nicht in der Lage sind ohne Wachs-
tumsfaktoren und Mitogene in ihrem Zellkulturmedium zu wachsen, beginnen Mela-
nomzellen Wachstumsfaktoren und Zytokine in unterschiedlichem Ausmaß zu expri-
mieren. Diese weisen autokrine und/oder parakrine Effekte auf, die den Melanom-
zellen ein autonomes Wachstum ermo¨glichen. Das Tumorwachstum ist ein Effekt
der Zusammenarbeit multipler Wachstumsfaktoren. Diese Interaktionen sind in vi-
vo noch komplizierter [97].
1.4 MIA-Melanoma Inhibitory Activity
Das Protein MIA wurde aus dem Zellkulturu¨berstand der Zelllinie HTZ-19 isoliert.
Es handelt sich dabei um eine Zelllinie, die aus einer Hirnmetastase eines malignen
Melanoms mit ungewo¨hnlich langsamer Progression etabliert wurde [106]. Die Zell-
kulturu¨bersta¨nde wurden mit Hilfe chromatographischer Methoden in Hinsicht auf
wachstumsinhibierende Aktivita¨t untersucht [107]. Es konnte ein Proteinpool ge-
wonnen werden, der sich als hitzeresistent, sa¨urestabil und Trypsin-sensitiv erwies
[108]. Bei der Charakterisierung verschiedener im Pool enthaltener Proteine wurde
auch ein Protein isoliert, das gereinigt eine starke Proliferationshemmung verur-
sachte. Aufgrund dieser Eigenschaft bezeichnete man es als
”
melanoma inhibitory
activity“, kurz MIA.
Das gereinigte Protein wurde partiell sequenziert und die humane cDNA mittels
RT-PCR kloniert. Mit dem erhaltenen 250 bp langen cDNA-Fragment konnte durch
Phagenbank Screening die humane und die murine genomische DNA von MIA klo-
niert werden [109].
Das Protein MIA wird als ein Pra¨protein mit 131 Aminosa¨uren synthetisiert. Eine
Signalsequenz von 24 Aminosa¨uren fu¨hrt zum Export des Proteins u¨ber das endo-
plasmatische Retikulum in das extrazellula¨re Kompartiment. Das reife Protein hat
107 Aminosa¨uren und ein theoretisches Molekulargewicht von 11 kDa.
Durch PCR-Analysen und Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) konnte das
humane MIA-Gen auf Chromosom 19 (q13.32 - q13.33) [110] und das murine MIA-
Gen auf Chromosom 7 (19q13.2) [111, 112] lokalisiert werden.
Das Expressionsmuster wurde mittels RT-PCR Experimenten an RNA, isoliert aus
verschiedenen Zelllinien, analysiert. Alle Melanomzelllinien weisen einen sehr hohen
Spiegel an MIA-mRNA auf. Im Gegensatz dazu zeigen Melanozyten, Fibroblasten
und Keratinozyten kein Signal.
Es konnte gezeigt werden, daß die Invasion von Melanomzellen in vitro zu 40% bis
60% durch rekombinantes MIA (rMIA) gehemmt werden konnte [113]. Die Hemmung
der Invasion wird durch eine Sto¨rung des Zellattachments ausgelo¨st. MIA interagiert
mit den Matrixproteinen, spezifisch mit Fibronektin und Laminin. Normalerweise
binden Zellen u¨ber die Integrinrezeptoren auf ihrer Zelloberfla¨che an die Matrixpro-
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teine. Eine Bindung von rMIA an Fibronektin und Laminin verhindert jedoch das
Attachment der Melanomzellen. Die “attachment-hemmende“ Aktivita¨t des auto-
krin produzierten Faktors MIA unterstu¨tzt in vivo die Metastasierung, in dem es
ein
”
Ausbrechen“ einer Tumorzelle aus dem Prima¨rtumor und ein Durchdringen des
umliegenden Stroma erleichtert. Dies konnte im Maus-und Hamster-Modell gezeigt
werden [114].
Die MIA-Expression wird durch den melanomspezifischen MIA-Promotor und daran
bindende zellspezifische oder spezifisch exprimierte Transkriptionsfaktoren reguliert
[115]. Durch Computeranalysen des 5’ untranslatierten Bereiches des humanen MIA-
Gens, von dem 1386 bp kloniert wurden, konnten Bindungsmotive fu¨r verschiedene
Transkriptionsfaktoren gefunden werden, z.B. SP1, NFκB, AP-1, CTF/NF1. Der
MIA-Promotor besitzt keine TATA-Box oder andere bekannte Initiatorelemente.
Durch gezielte Reportergenanalysen konnten verschiedene stimulierende und inhi-
bierende Regionen im humanen MIA-Promotor detektiert werden. Mutationsana-
lysen des cis-regulatorischen Promotorelementes zeigten, daß zwei kritische Nu-
kleinsa¨urereste sowohl fu¨r die transkriptionelle Aktivita¨t als auch fu¨r die Bildung von
Bandshift-Komplexen essentiell sind. Durch Affinita¨tsreinigung konnte ein etwa 32
kDa großes Protein aus Melanomzellen isoliert werden, das als MATF (
”
melanoma-
associated transcription factor“) identifiziert wurde. MATF ist ein Transkriptions-
faktor, der wa¨hrend der malignen Transformation der Melanozyten hochreguliert
oder aktiviert ist [117].
Außerdem zeigte sich eine Spezifita¨t der MIA-Expression fu¨r Melanomzellen, die
durch RT-PCR Analysen anderer nicht-melanozyta¨rer Zellen und auch Gewebepro-
ben besta¨tigt werden.
Ein wichtiger Beitrag, um die Funktion von MIA genauer analysieren zu ko¨nnen, war
die Entschlu¨sselung der dreidimensionalen Proteinstruktur [118] (siehe Abb. 1.10).
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Abb. 1.10: Dreidimensionale Struktur von MIA [118]
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MIA ist aus 7 antiparallelen β-Stra¨ngen aufgebaut. Diese bilden wiederum 2 antipar-
allele, 3- bzw. 5-stra¨ngige β-Faltblattstrukturen. Elemente aus α-helikalen Anteilen
konnten nicht gefunden werden. Die meisten der 106 Aminosa¨uren sind in die kom-
pakte Struktur eingebunden, nur die a¨ußerste Carboxy-terminale Aminosa¨ure Q106
ist frei beweglich. Die Region von Aminosa¨ure Y69 bis A75 zeigt eine hohe Flexibi-
lita¨t in der Struktur. Die potentiellen Bindungstellen fu¨r Liganden, auf einer Seite
flankiert vom
”
RT-loop “ weist eine relativ flache Oberfla¨che auf. Die Region zeigt
im Vergleich zwischen der humanen, murinen, bovinen und procinen Sequenz eine
Identita¨t von 100%.
Die dreidimensionale Struktur von MIA weist eine starke strukturelle Homologie zu
SH3-Doma¨nen auf. Diese bauen sich auch aus 2 antiparallelen β-Faltblattstrukturen
auf. Es lassen sich zwei “Loop“-Strukturen (RT-loop, n-Src-loop) finden, die eben-
falls im MIA Protein vorhanden sind. Ebenso wie in SH3-Doma¨nen liegen der N-
und der C-Terminus von MIA in enger ra¨umlicher Na¨he zueinander und auf der
gegenu¨berliegenden Seite der potentiellen Bindungstasche.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten folgende molekulare Ziele identifiziert
werden:
1. Interaktionspartner des Proteins MIA
2. Transkriptionsfaktoren und integrative zellula¨re Signalwege, die durch das Pro-
tein MIA reguliert werden
3. MIA-Expression regulierende Signalwege
Das Protein MIA bindet an Komponenten der Extrazellula¨rmatrix und maskiert
dadurch die Bindestellen fu¨r die Integrine. Die Melanomzelle kann dadurch nicht
mehr adherieren. In vitro beobachtet man Migration, in vivo Metastasierung.
Normale, nicht entartete Zellen binden u¨ber die Integrinrezeptoren auf ihrer Zello-
berfla¨che an die Matrixproteine und adherieren.
Ein Ziel dieser Arbeit ist die Suche nach Interaktionspartnern von MIA. Es ist
denkbar, daß es außer Fibronektin und Laminin noch weitere Interaktionspartner
gibt, die verwendet werden ko¨nnten, um MIA abzufangen, so daß die Zellen wieder
adherieren ko¨nnen. Die Metastasierung des malignen Melanoms ko¨nnte auf diese
Weise verhindert werden.
Durch Integrine wird intrazellula¨r eine Vielzahl von verschiedenen Signalkaskaden
reguliert. Was geschieht mit den Signalwegen, wenn die Zelle aufgrund des Einflus-
ses von MIA nicht adheriert? Wie werden die verschiedenen Signalwege durch die
MIA-Interaktion reguliert?
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Kla¨rung der Regulation von Transkripti-
onsfaktoren und integrativen zellula¨ren Signalwegen, wie Phosphorylierung und De-
phosphorylierung, z.B. durch Proteintyrosinkinasen und -phosphatasen, in Mela-
nomzellen.
Das Protein MIA wird von Melanomzellen, aber nicht von Melanozyten sezerniert.
Es ist also anzunehmen, daß es MIA-Expression regulierende Signalwege gibt, die
wa¨hrend der Melanomentstehung und -progression aktiviert werden. Die Untersu-
chung dieser Signalwege war das dritte Ziel der vorliegenden Arbeit.
Durch diese Arbeit sollen neue Einblicke in die molekulare Funktion von MIA in
der Regulation von Attachment und Motilita¨t bei Melanomzellen gewonnen werden.
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Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Alle Chemikalien und Fertiglo¨sungen wurden mit dem Reinheitsgrad p.a. verwendet
und von folgenden Firmen bezogen:
Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen), Roche (Mannheim), Pharmacia (Freiburg),
Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm), Roth (Karlsruhe),
Novex (San Diego, USA), Pierce (Mu¨nchen).
Verbrauchsmaterialien wurden von Millipore (Eschborn), Eppendorf (Hamburg),
Whatman (Maidstone, England), Kodak (Stuttgart), Schott Glaswerke (Mainz),
Falcon (Heidelberg), bezogen.
Radioisotope stammten von Amersham (Braunschweig).
2.1.2 Medien, Puffer und Lo¨sungen
Alle Medien, Puffer und Lo¨sungen wurden, sofern nicht anderes angegeben, nach
Sambrook [119] in deionisiertem a.dest. angesetzt. Spezielle Lo¨sungen sind in dem
jeweiligen Methodenabschnitt aufgefu¨hrt.
Ampicillin-Lo¨sung: 50mg Ampicillin-Na-Salz pro ml H2O bidest. lo¨sen,
sterilfiltireren, Lagerung bei -20oC
Kanamycin-Lo¨sung: 10mg Kanamycin-Na-Salz pro ml H2O bidest. lo¨sen,
sterilfiltireren, Lagerung bei -20oC
LB-Medium: 10g Bactotrypton
5g Yeast-Extract
10g NaCl
mit H2O bidest. auf 1000ml auffu¨llen und autoklavieren
PBS: 9,55g PBS-Pulver (Fa. Biochrom)
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mit H2O bidest. auf 1000ml auffu¨llen und autoklavieren
TBE-Puffer: 89mM Tris/HCl
89mM H3BO4
2mM EDTA
pH 8,3 einstellen
TE-Puffer: 10mM Tris/HCl
1mM EDTA
gewu¨nschten pH-Wert einstellen
TBS-Puffer: 100mM Tris/HCl pH 7,5
150mM NaCl
Zur Einstellung des pH-Wertes wurde 1N HCl oder 1N NaOH verwendet, wenn
keine andere Angabe gemacht wurde. Alle Lo¨sungen wurden durch Autoklavieren
(30min/120oC) sterilisiert. Thermolabile Lo¨sungskomponenten wurden sterilfiltriert
und nach dem Autoklavieren zugesetzt.
2.1.3 Plasmidvektoren
Die Reportergenexperimente zur Analyse der Promoteraktivita¨t wurden in den Vek-
toren pGL3-basic und pGL3-promotor (Promega) durchgefu¨hrt. Zur Standardisie-
rung der Transfektionseffizienz wurde das Plasmid pRL-TK eingesetzt.
2.1.4 Molekulargewichtstandard
Verwendet wurden die DNA-La¨ngenstandards REARY-LOADTM 100bp und 1kb
vom GibcoBRL:
100bp: 2072bp 1kb: 12216bp
1500bp 11198bp
1400bp 10180bp
1300bp 9162bp
1200bp 8144bp
1100bp 7126bp
1000bp 6108bp
900bp 5090bp
800bp 4072bp
700bp 3054bp
600bp 2036bp
500bp 1636bp
400bp 506bp, 517bp
300bp 396bp
200bp 344bp
100bp 298bp
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Als Molekulargewichtsstandard fu¨r Proteine wurde der Standard SeeBlue von Novex
(San Diego, USA) eingesetzt, der Coomassie vorgefa¨rbt ist:
SeeBlue: 250kDa
98kDa
64kDa
50kDa
36kDa
30kDa
16kDa
6kDa
4kDa
2.1.5 Bakterien und Zellen
E.coli-Sta¨mme:
• XL1-Blue [endA1, hsdR17(rk−, mk+), supE44, thi-1, Lambda−, recA1, gu-
rA96, relA1, lac−, [F’, proAB, lacIqZ∆M15, Tn10(tetr)] [120]]
• ER2537 [F’ lacIq ∆(lacZ)M15 proA+B+/fhuA2 supE thi ∆(lac-proAB)∆(hsdMS-
mrcB)5 (r−km
−
k )McrBC
−]
• XLOLR [∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 thi-1 recA1 gyrA96
relA1 lac[F’ proAB lacIqZ∆M15 Tn 10 (Tetr)] Su−(nonsuppressing) λr (lamb-
da resistant)]
Murine Zelllinien:
• B16 (ATCC CRL-6322, Melanomzelllinie)
• Melan A (Ian Hart, London, melanozyta¨re Zelllinie)
Humane Zelllinien:
• Mel Im (J.Johnson, Mu¨nchen, Melanomzelllinie)
• Mel Ju (J.Johnson, Mu¨nchen, Melanomzelllinie)
Prima¨re humane Melanozyten
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2.1.6 Antiko¨rper, Enzyme und Reaktionskits
Antiko¨rper:
eingesetzte
Verdu¨nnung Hersteller
Antiko¨rper in
Western Blot-Untersuchungen
polyklonal anti-IκBα aus Kaninchen 1:1000 Santa Cruz
polyklonal anti-MIA aus Kaninchen 1:150
monoklonal anti-phospho-MBP aus Maus 1:1000 upstate biotechnology
polyklonal anti-Maus aus Schaf, 1:8000 Chemikon
AP-konjugiert
polyklonal anti-Kaninchen aus Schaf, 1:5000 Chemikon
AP-konjugiert
Antiko¨rper in
EMSA
polyklonal anti-NFκB p50 aus Ziege unverdu¨nnt Santa Cruz
(10fach konzentriert)
polyklonal anti-NFκB p65 aus Kaninchen unverdu¨nnt Santa Cruz
(10fach konzentriert)
Antiko¨rper in
Immunfluoreszenz-Untersuchungen
polyklonal anti-NFκB p50 aus Ziege 1:50 Santa Cruz
(10fach konzentriert)
polyklonal anti-NFκB p65 aus Kaninchen 1:50 Rockland
anti-Ziege IgG, FITC-konjugiert 1:400 Molecular Probes
anti-Kaninchen IgG, TRITC-konjugiert 1:400 DAKO
Enzyme:
Die zu Enzymen mitgelieferten Puffersysteme sind verwendet worden.
SuperScript Reverse Transkriptase Gibco BRL (Eggenstein)
Taq DNA-Polymerase Roche (Mannheim)
Polynukleotidkinase Roche (Mannheim)
Klenow Roche (Mannheim)
RNAse A Roche (Mannheim)
Restriktionsendonukleasen Roche (Mannheim)
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Reaktionskits:
Midi-Plasmid-DNA-Isolierungskit Qiagen (Hilden)
BCA Protein Assay Kit Pierce (Mu¨nchen)
RNeasy Kit Qiagen (Hilden)
MIA-ELISA Roche (Mannheim)
2.1.7 Synthetische Oligonukleotide und Primer
Oligonukleotide fu¨r EMSA:
NFκB1 5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3’
NFκB2 5’-G CCT GGG AAA GTC CCC TCA ACT-3’
AP-1a 5’-CGC TTG ATG AGT CAG CCG GAA-3’
AP-1b 5’-TTC CGG CTG ACT CAT CAA GCG-3’
MIA-NFκB1 5’-CTG TTG GAC CTT ATC TGG GAA TTT CCT TGG GCT-3’
MIA-NFκB2 5’-CTG AGC CCA AGG AAA TTC CCA GAT AAG GTC CAA-3’
Sequenzierprimer:
-28 gIII 5’-GTA TGG GAT TTT GCT AAA CAA C-3’
T3 5’-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3’
T7 5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3’
PCR-Primer:
β-Aktin (human) for 5’-CTA CGT CGC CCT GGA CTT CGA GC-3’
β-Aktin (human) rev 5’-GAT GGA GCC GCC GAT CCA CAC GG-3’
II/4 (human) for 5’-GAT GGC CGT CAA GAA GAT CG-3’
II/4 (human) rev 5’-AGG GTC CAG AGC AGA AAG CC-3’
II/5 (human) for 5’-GCG GGC GCA GTG ATT ATA GG-3’
II/5 (human) rev 5’-GGC GCT TCC AAT TAG GTG C-3’
II/9A (human) for 5’-TTC GGG TTG ACC TCA TCC TC-3’
II/9A (human) rev 5’-TTG CAG AAG GGT TGA GAG CC-3’
II/13I (human) for 5’-GTG GCG GTG TGA ACT GTG AG-3’
II/13I (human) rev 5’-CAA TGT CGA AGA ACA CGG TGG-3’
II/22A (human) for 5’-GCC GAG GAC GTG TAT GAC ATC-3’
II/22A (human) rev 5’-GGT CGG TTG GGA TCT GTC AG-3’
II/60B (human) for 5’-CCC TCT CAG CCC TCC TAA TG-3’
II/60B (human) rev 5’-TTT GGA CAG GTG GTG TGT GG-3’
II/60C (human) for 5’-CTT CTT ACC AGA GCC CAA GGG-3’
II/60C (human) rev 5’-GGC CAC AAA TCT GAA GAA CG-3’
II/60D (human) for 5’-TCC GAT GTC ACC AAC CAG C-3’
II/60D (human) rev 5’-TGC CGA AAG TGA AGT CCA TG-3’
β-Aktin (murine) for 5’-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C-3’
β-Aktin (murine) rev 5’-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3’
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II/4 (murine) for 5’-GCA GGT TAT GAG GTG ACG GTG-3’
II/4 (murine) rev 5’-GTC ACG ATG TTC CGG GTG-3’
II/5 (murine) for 5’-CGC CTA ATC AGC AAC CGA C-3’
II/5 (murine) rev 5’-GCC TAG AAT TAC GGC TCC TGC-3’
II/9A (murine) for 5’-GAC CTT GCC CTT GAG AAT C-3’
II/9A (murine) rev 5’-GGG TCG CTC AAT GAT GTC C-3’
II/13I (murine) for 5’-GCT TAG CGA GAG GAA AGG C-3’
II/13I (murine) rev 5’-GCA AAG GAA GCT GTT GGA ACC-3’
II/22A (murine) for 5’-CCG ACG ACG TGT ACG ACA TC-3’
II/22A (murine) rev 5’-CCA AGT TTA CCT GGC CTC CG-3’
II/60B (murine) for 5’-GGC TGC TGA CCT CCA ACA G-3’
II/60B (murine) rev 5’-CTG AAG CTT GGA GGA TGG TG-3’
II/60D (murine) for 5’-GGC CAA GTA AGC AGC AAG TC-3’
II/60D (murine) rev 5’-CCT TCA AGC CAT CTC TCC AGC-3’
2.1.8 Gera¨te, Apparaturen, Zubeho¨r und Software
Gelelektrophorese-Apparaturen, Netzteile, Zubeho¨r Serva, Pharmacia,
Hoefer, Biorad
Geldokumentationsanlage MWG-Biotech
PCR-Thermocycler PTC-200/MJ Research MWG-Biotech
Photometer Ultrospec 3000 und Quarzglasku¨vetten Pharmacia
Wasserdeionisierungsanlage Milli-Q biocel Millipore
Brutschrank Kelvitron Heraeus
Wa¨rmeschrank VT5050 EK Heraeus
Thermomixer Compakt Eppendorf
Pra¨zisionspipetten Gilson
Taumler Polymax 1040 Heidolph
Wasserbad (heizbar) TWB5 Julabo
Autoklav Varioklav 400 H+P Labortechnik
SDS-PAGE-Apparatur und Biometra
Blotting-Apparatur Fastblot B34
Mikrowelle Bosch
Ro¨ntgenfilme Biomax MS und MR Kodak
Expositionskassetten und Versta¨rkerfolie Rego
Lightcycler Roche
ELISA-Reader SpectraMax 340 Molecular Devices
Luminometer Berthold
Fluoreszenzmikroskop Axioplan (Zeiss) mit Filterrad, Fluoreszenzfiltern und Steue-
rung (Ludl), CCD-Kamera KAF1400 mit Ku¨hlsteuerung (Photometrics)
Computerhardware und Peripherie:
IBM-PC (128 MB RAM, HDD, CD-ROM, 3,5’ FDD) mit ZIP-Drive/100MB (Io-
mega), Macintosh 8100/80AV (64 MB RAM, HDD, CD-ROM, 3,5’ FDD) mit 5,25’
MOD-Laufwerk/1,3GB (Pinnacle Micro) und ZIP-Drive/100MB (Iomega), Flach-
2.2. MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 33
brettscanner Scan Jet 6100C (Hewlett Packard), Laserdrucker Laser Jet 6MP (Hew-
lett Packard), Thermosublimationsdrucker CP-2000D (Mitsubishi)
Software:
IPLab Spectrum V.3.1 und IPLab Smart Capture V.2.1.c (Signal Analytics), DNA-
MAN V.4.11. (LynnonBioSoft), Windows NT (Microsoft), Microsoft Office V2000
(Microsoft), Illustrator V8.0 (Adobe), Origin V5.0 (Microcal), WinEdt V5.0, SOFT-
max 1.2.0 fu¨r ELISA (Molecular Devices)
2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Kultivierung von Escherichia coli
Die Anzucht des ampicillinresistenten E.coli Stammes XL-1 Blue erfolgte in LB-
Flu¨ssigkeitsmedium, dem Ampicillin (1:500, Stocklo¨sung: 50mg/ml in H2O, Fa. Ro-
che) zur Selektion zugesetzt wurde, u¨N bei 37oC in Schu¨ttelkultur (230UpM).
Zur Herstellung von u¨N-Kulturen wurden 5ml LB/Amp-Medium mit Einzelkolonien
angeimpft und u¨N bei 37oC schu¨ttelnd inkubiert.
Die Anzucht des kanamycinresistenten E.coli Stammes XLOLR erfolgte in LB-
Flu¨ssigkeitsmedium, dem Kanamycin (1:100, Stocklo¨sung: 10mg/ml in H2O, Fa.
Roche) zur Selektion zugesetzt wurde, u¨N bei 37oC in Schu¨ttelkultur (230UpM).
Zur Herstellung von u¨N-Kulturen wurden 5ml LB/Kan-Medium mit Einzelkolonien
angeimpft und u¨N bei 37oC schu¨ttelnd inkubiert.
Die Anzucht des E.coli Stammes ER2537 erfolgte in LB-Flu¨ssigkeitsmedium u¨N bei
37oC in Schu¨ttelkultur (230UpM).
Zur Herstellung von u¨N-Kulturen wurden 5ml LB-Medium mit Einzelkolonien an-
geimpft und u¨N bei 37oC schu¨ttelnd inkubiert.
2.2.2 Transformation
Die Einfu¨hrung von Plasmid-DNA in Bakterien wird als Transformation bezeichnet.
Vor der U¨bertragung der Plasmid-DNA mu¨ssen die E.coli Bakterien kompetent ge-
macht werden. Erst durch die Behandlung mit CaCl2 sind die Zellen in der Lage,
die DNA aufzunehmen. Um transformierte Zellen von nicht-transformierten unter-
scheiden zu ko¨nnen, tra¨gt die Plasmid-DNA meist einen Selektionsmarker, wie.z.B.
eine Antibiotika-Resistenz.
2.2.2.1 Herstellung transformationskompetenter E.coli Bakterien
200 ml LB-Medium wurden mit 5 ml einer u¨N-Kultur von XL1 Blue angeimpft. Die
Bakterien wurden schu¨ttelnd bei 37oC inkubiert, bis eine OD600 zwischen 0,3 und
0,5 erreicht war und anschließend auf Eis abgestoppt. Die Bakteriensuspension wur-
de in vorgeku¨hlte 50 ml-Falcon-Gefa¨ße u¨berfu¨hrt und in einer Ku¨hlzentrifuge (4oC)
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5 min bei 3000 UpM zentrifugiert. Die Bakterienpellets wurden in insgesamt 50 ml
kaltem 100 mM MgCl2 resuspendiert. Anschließend erfolgte eine erneute Zentrifuga-
tion von 5 min bei 3000 UpM und 4oC. Der U¨berstand wurde vorsichtig dekantiert
und die Pellets in insgesamt 50 ml 100 mM CaCl2 resuspendiert. Die Bakteriensus-
pensionen wurden nun 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation von
3 min (bei 3000 UpM, 4oC) und Entfernung des U¨berstandes wurden die Pellets
in 5 ml kaltem 100 mM CaCl2 aufgenommen. Die Bakteriensuspensionen wurden
nun in einem Falcon-Gefa¨ß gesammelt. Nach Zugabe von 1 ml Glycerin (86%) wur-
den die nun kompetenten Zellen direkt als 400 µl Aliquots in vorgeku¨hlte 1,5 ml
Eppendorf-Gefa¨ße portioniert und bei -80oC eingefroren.
2.2.2.2 Transformation von Plasmid-DNA
Zu 100µl kompetenten E.coli Bakterien wurden 100 ng Plasmid-DNA oder Ligations-
ansa¨tze gegeben. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte
ein Hitzeschock von 60-90 Sek. bei 42oC und eine erneute Inkubation von 2 min auf
Eis. Jedem Ansatz wurden 400 µl LB-Medium hinzugefu¨gt und die Zellen 30-60 min
bei 37oC geschu¨ttelt. 200µl des jeweiligen Ansatzes wurden auf LB-Agar-Platten
(15g Agar pro Liter LB-Medium), mit dem jeweiligen Antibiotikum, entsprechend
der Resistenz in der Plasmid-DNA (Ampicillin oder Kanamycin), ausplattiert und
u¨N bei 37oC im Brutschrank inkubiert.
2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli
2.2.3.1 Minipra¨paration von Plasmid-DNA
Die Plasmid-Pra¨paration im kleinen Maßstab (Minipra¨paration) wurde eingesetzt,
um die Vektor-DNA zu isolieren. Die Vektor-DNA wird von Klonen aus Bakterien-
ausstrichen von Transformationsansa¨tzen pra¨pariert. So wird eine schnelle Charak-
terisierung einer gro¨ßeren Anzahl transformierter Bakterienklone ermo¨glicht.
Eine Einzelkolonie wurde in 5 ml LB-Medium, dem das entsprechende Antibiotikum
hinzugefu¨gt wurde, u¨N bei 37oC schu¨ttelnd inkubiert. 1 ml der Bakterienkultur wur-
de pelletiert (5 min bei 6000 UpM). Der U¨berstand wurde zum Großteil dekantiert
und das Pellet durch Vortexen im verbleibenden Rest des U¨berstandes resuspendiert.
100 µl Lo¨sung I (auf 4oC temperiert) wurden zugegeben. Die Suspension wurde gut
geschu¨ttelt und 3 min auf Eis inkubiert. Die Inkubationszeit darf auf keinen Fall
5 min u¨berschreiten, da sonst neben der Plasmid-DNA auch die genomische DNA
der Bakterien isoliert werden wu¨rde. Anschließend wurden 200 µl Lo¨sung II (immer
frisch ansetzen!) hinzupipettiert und gemischt. Durch die Zugabe von 150 µl Lo¨sung
III (temperiert auf 4oC) zu diesem Reaktionsansatz und Inkubation von 5 min auf
Eis konnten die genomische DNA und Proteine ausgefa¨llt werden. Diese wurden
dann 10 min bei 13000 UpM abzentrifugiert. Wenn sich der Minipra¨paration direkt
eine Sequenzierung anschließt, muß der Plasmid-DNA-haltige U¨berstand zuna¨chst
mit 100 µl Phenol/Chloroform durch kurzes Vortexen gewaschen werden (Reakti-
onsgefa¨ße dabei gut verschließen!). Nach anschließender Zentrifugation (2min bei
13000 UpM) wurde der U¨berstand in ein neues Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und mit
900 µl Ethanol (absolut) 15 min auf Eis gefa¨llt. Nachdem die Plasmid-DNA 15 min
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bei 13000 UpM zentrifugiert und in der Speedvac getrocknet wurde, konnte sie in
10 µl H2O, das RNase A enthielt, gelo¨st werden.
Die auf diese Weise gewonnene Plasmid-DNA konnte direkt zur Spaltung durch Re-
striktionsendonukleasen oder zur Sequenzierung verwendet werden.
Lo¨sung I 50 mM Glucose
25 mM Tris/HCl pH 8,0
10 mM EDTA
Lo¨sung II 0,2 M NaOH
1 % (w/v) SDS
Lo¨sung III 2,94 M Kaliumacetat
11,5 % (v/v) Eisessig
RNase A-Lo¨sung 10 mM Tris/HCl pH 7,0
10 mg/ml RNase A
Inaktivierung von DNasen durch 15 min 100oC
2.2.3.2 Midipra¨paration von Plasmid-DNA
Plasmid-Pra¨parationen im gro¨ßeren Maßstab (Midipra¨parationen) wurden zur Her-
stellung hochreiner und gro¨ßerer Mengen (500-700 µg) gewu¨nschter Plasmid-DNA
nach vorangegangener Plasmidu¨berpru¨fung durch Minipra¨paration, analytischer Re-
striktion und Gelelektrophorese durchgefu¨hrt.
Sie erfolgte aus 50 ml LB-Antibiotikum-Bakterienkultur mit dem High Speed Midi-
Kit (Qiagen).
Die Bakteriensuspension wurde in vorgeku¨hlte 50 ml-Falcon-Gefa¨ße u¨berfu¨hrt und
in einer Ku¨hlzentrifuge (4oC) 10 min bei 3000 UpM zentrifugiert. Das Bakterienpel-
let wurde in 6 ml P1-Puffer (temperiert auf 4oC) resuspendiert. Nach der Zugabe von
6 ml P2-Puffer wurde die Suspension durch Invertieren (4-6x) durchmischt und an-
schließend 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wa¨hrend dieser Inkubation wurde
die QIA Filtriersa¨ule von außen mit dem dazugeho¨rigen Verschlußteil verschlossen.
Die so vorbereitete Sa¨ule wurde in einem weiteren Gefa¨ß plaziert, daß als Auf-
fanggefa¨ß diente. Nach dem Ablauf der Inkubationzeit wurden 6 ml P3-Puffer zum
Pra¨parationsansatz gegeben und dieser sofort durch Invertieren (4-6x) durchmischt.
Das Lysat wurde direkt auf die QIA Filtriersa¨ule gegeben. Es erfolgte eine Inkuba-
tion von 10 min bei Raumtemperatur (nicht auf Eis). Diese Inkubationszeit wurde
genutzt, um die
”
HiSpeed Midi Tips “ durch die Zugabe von 4 ml QBT-Puffer zu
a¨quilibrieren. Anschließend wurde der Verschluß von der QIA Filtriersa¨ule entfernt
und der zur Sa¨ule passende Stempel vorsichtig eingefu¨hrt. Durch einen gleichma¨ßigen
Druck auf den Stempel wurde das Lysat in die a¨quilibrierten
”
HiSpeed Midi Tips “
filtriert. Das klare Lysat durchdringt ein in den
”
HiSpeed Midi Tips “ enthaltenes
Harz, an das die Plasmid-DNA bindet. Die gebundene Plasmid-DNA wurde mit 20
ml QC-Puffer gewaschen und anschließend mit 5 ml QF-Puffer eluiert. Das Eluat
wurden in einem 15 ml-Falcon-Gefa¨ß gesammelt. Durch die Zugabe von 3,5 ml Iso-
propanol und eine 5 minu¨tige bei Raumtemperatur wurde die Plasmid-DNA pra¨zi-
pitiert. Wa¨hrend dieser Inkubationszeit wurde der Stempel aus der 20 ml-Spritze
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entfernt und die QIA Pra¨zipitator auf die Spritze gesteckt. Der QIA Pra¨zipitator
wurde u¨ber einem Waschgefa¨ß plaziert und die Mixtur aus Isopropanol und Eluat
in den Pra¨zipitator transferiert. Die Mixtur wurde durch einen gleichma¨ßigen Druck
auf den eingesetzten Stempel durch den QIA Pra¨zipitator filtriert. Der Pra¨zipitator
wurde entfernt und der Stempel erneut nach oben gezogen. Dadurch wurde vermie-
den, daß das Eluat in die Spritze zuru¨ckgezogen wird. Durch wiederholten Druck auf
den Stempel konnte die Restflu¨ssigkeit aus dem QIA Pra¨zipitator entfernt werden.
Anschließend wurde der Stempel aus der 5 ml-Spritze entfernt und der Pra¨zipita-
tor auf die 5 ml-Spritzenspitze aufgesetzt. Nach der Zugabe vom 500 µl TE-Puffer
und dem Einsetzen des Stempels wurde durch gleichma¨ßigen Druck auf selbigen
die Plasmid-DNA in ein Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß eluiert. Damit eine vollsta¨ndi-
ge Elution gewa¨hrleistet ist, wird auch hier der Pra¨zipitator nochmal entfernt und
der Stempel aufgezogen, um durch erneuten Druck noch im Pra¨zipitator befindliche
Plasmid-DNA zu eluieren.
Die auf diese Weise pra¨parierte Plasmid-DNA wurde im Anschluß mit 3 M Natriu-
macetat (0,1 Volumen) und Ethanol (absolut) (2 bis 2,5 Volumen) auf Eis gefa¨llt (20
min). Nach Zentrifugation (15min bei 13000 UpM) und Trocknung in der Speedvac
(15min) wurde das DNA-Pellet in 200-400 µl a.dest resuspendiert.
Integrita¨t und Ausbeute der Plasmid-DNA wurde durch analytische Restriktion,
Gelelektrophorese und photometrische Messung u¨berpru¨ft.
2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus kultivierten euka-
ryontischen Zellen
Die Pra¨paration von Plasmid-DNA aus kultivierten eukaryontischen Zellen erfolgte
nach der Methode von Hirt [121].
Das Zellkulturmedium wurde zuna¨chst abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS
gespu¨lt. Nach erneutem Absaugen wurde Lysispuffer zu den Zellen gegeben (250 µl
pro Well einer 6 Well-Platte) und 15 min bei Raumtemperatur auf dem Taumler
inkubiert. Das vikose Lysat wurde vorsichtig abgekratzt, mit 5 M NaCl auf eine
Endkonzentration von 1 M NaCl gebracht und u¨N bei 4oC inkubiert. SDS, geno-
mische DNA und Proteine fielen aus und wurden durch Zentrifugation (30 min bei
13000 UpM) abgetrennt. Im U¨berstand befindet sich die Plasmid-DNA. Diese wird
mit 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol. Ethanol (absolut) fu¨r 20 min bei -20oC
gefa¨llt , anschließend mit 70% (v/v) Ethanol einmal gewaschen, in der Speedvac
getrocknet und in 30-50 µl a.dest. aufgenommen. Die isolierte Plasmid-DNA wurde
nun zur Amplifikation in E.coli transformiert (siehe 2.2.2.4.).
Lysispuffer 0,6 % SDS
0,01 M EDTA pH 7,5
2.2.5 Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonu-
kleasen
Die Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonucleasen wurde als Kontroll-
reaktion durchgefu¨hrt. In einem Gesamtvolumen von 10 µl wurde 1µg Plasmid-DNA
mit 10U des entsprechenden Enzyms in 1x Reaktionspuffer fu¨r 1h bei 37oC inkubiert.
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Die Kontrolle der vollsta¨ndigen Spaltung erfolgte durch Auftrennung im Agarose-
Gel (siehe 2.2.11.1).
2.2.6 RNA-Isolierung
Die Isolierung geringer Mengen RNA (< 10 µg) aus eukaryontischen Zellen erfolgte
mit dem RNeasy Kit (Qiagen).
Der Zellkulturu¨berstand wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
Anschließend wurden die Zellen in 1 ml PBS abgekratzt und in ein 1,5 ml-Eppendorf-
Gefa¨ß u¨berfu¨hrt. Nach Zentrifugation (3 min bei 3000 UpM) wurde der U¨berstand
vorsichtig abpipettiert und das Pellet in 600 µl RLT-Puffer lysiert. Nach der Zu-
gabe von 600 µl 70 % (v/v) Ethanol zum homogenisierten Lysat wurde dieses gut
durchmischt und in eine
”
RNeasy spin column“ transferiert. Anschließend erfolg-
te eine Zentrifugation von 15 sec bei 10000 UpM. Die RNA bindet dabei an das
Sa¨ulenmaterial. Die durch die Sa¨ule zentrifugierte Flu¨ssigkeit wurde verworfen. Die
an das Sa¨ulenmaterial gebundene RNA wurde durch die Zugabe von 700 µl RW1-
Puffer gewaschen. Der Puffer wurde durch Zentrifugation (15 sec bei 10000 UpM)
entfernt. Nach zweimaligem Waschen mit je 500 µl RPE-Puffer folgte eine weitere
Zentrifugation (2 min bei 13000 UpM). Die isolierte RNA wurde mit 30 bis 50 µl
DEPC-H2O in ein Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß eluiert.
Integrita¨t und Ausbeute der RNA wurden durch photometrische Messung und Gel-
elektrophorese u¨berpru¨ft.
2.2.7 Pra¨zipitation, Konzentrations- und Reinheitsbestim-
mung von Nucleinsa¨uren
DNA- und RNA-Pra¨zipitationen aus wa¨ßrigen Lo¨sungen wurden zur Konzentrierung
und Umpufferung eingesetzt. Sie erfolgten durch Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriuma-
cetat (pH 5,4) und 2,5 Vol. Ethanol (absolut). Die Lo¨sung wurde 20 min bei -20oC
gelagert und die Nucleinsa¨ure durch Zentrifugation (10 min bei 13000 UpM) pelle-
tiert. Zentrifugationen von RNA wurden bei 4oC durchgefu¨hrt. Die Pellets wurden
mit 70% (v/v) Ethanol (-20oC) gewaschen, 10min in der Speedvac getrocknet und
in a.dest., im Falle von RNA in DEPC-a.dest.gelo¨st.
Konzentrationsbestimmungen von DNA- und RNA-Lo¨sungen erfolgten durch UV-
Spektroskopie.Dafu¨r wurden Verdu¨nnungen der DNA- und RNA-Lo¨sungen von 1:100
oder 1:200 hergestellt. Diese wurden im Photometer vermessen.
Bei der photometrischen Messung wurde durch die Bestimmung des Verha¨ltnisses
der Extinktion bei 260 nm und 280 nm zusa¨tzlich der Reinheitsgrad ermittelt [122].
2.2.8 Sequenzierung von Plasmid-DNA
Die Sequenz klonierter DNA-Fragmente in Plasmiden wurde durch DNA-Sequen-
zierung u¨berpru¨ft. Dabei wurde die Methode des
”
cycle sequencing“ genutzt, die
auf der DNA-Sequenzierung durch Kettenabbruch nach Sanger [123] beruht. Die
Sequenzierung erfolgt unter Verwendung des PRISM Ready Reaction DyeDeoxy
Terminator Sequenzing Kits (PE Biosystems) und Analyse der Reaktionsprodukte
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in einer Kapillarelektrophorese (ABI Prism 310, PE Biosystems) nach Hersteller-
angaben. Die Sequenzdaten wurden digital gespeichert und unter Verwendung der
Software DNAMAN V.4.11. (Lynnon BioSoft) ausgewertet.
2.2.9 cDNA-Synthese und RT-PCR
Die Synthese von cDNA erfolgte zur Templategenerierung fu¨r RT-PCR-Versuche.
Fu¨r die RT-Reaktion wurde die Gesamt-RNA in folgenden Reaktionsansatz einge-
setzt:
x µl Gesamt-RNA (2µg)
4 µl 5x SuperScript-RT-Puffer (Gibco BRL)
1 µl dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 10 mM)
1 µl oligo(dN6)-Primer (0,04 A260 U/µl, Roche)
2 µl DTT (100 mM)
ad 19 µl a.dest.
Die RNA wurde durch Hitzeinkubation (10 min bei 70oC) denaturiert. Es folgt die
Zugabe von 1 µl SuperScript Reverser Transkriptase (50 U/µl, Gibco BRL) und die
Inkubation fu¨r 60 min bei 37oC. Die Reaktionstermination erfolgte durch Erhitzung
(10 min bei 70oC). Anschließend wurde die RNA durch Inkubation mit 1 µl RNase
A (10µg/µl) 30 min bei 37 oC enzymatisch degradiert. Ein Aliquot der syntheti-
sierten cDNA-Erststra¨nge wurde in dem folgenden PCR-Ansatz mit genspezifischen
Primern eingesetzt:
1,0 µl cDNA-Ansatz
5,0 µl 10x TaqDNA-Polymerase-Puffer (mit 1,5 mM MgCl2, Roche)
1,0 µl dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 10 mM)
1,0 µl
”
forward“-Primer (20 µM)
1,0 µl
”
reverse“-Primer (20 µM)
0,5 µl TaqDNA-Polymerase (2,5 U/µl)
ad 50,0 µl a.dest.
Es erfolgte die PCR-Amplifikation mit den folgenden Inkubationsprogrammen:
1. β-Aktin:
initiale Denaturierung 94oC 2 min
Amplifikation (25 Zyklen)
Denaturierung 94 oC 30 sec
Annealing 68 oC 2 min
finale Extension 68 oC 5 min
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2. ivEc:
initiale Denaturierung 94oC 5 min
Amplifikation (35 Zyklen)
Denaturierung 94 oC 45 sec
Annealing 58-64 oC 45 sec
Extension 72 oC 1 min
finale Extension 72 oC 5 min
Die humanen ivEc-Primer haben das gleiche PCR-Programm, nur die Annealing-
temperaturen variieren:
Primer (human) Annealingtemperatur [oC]
II/4; II/9A; II/22A; II/60C 62
II/60B; II/60D 60
II/5; II/13I 58 (Hot-Start)
Die Annealingtemperatur fu¨r die murinen ivEc-Primer betra¨gt 63 oC. Das verwen-
dete PCR-Programm entspricht dem der humanen Primer.
2.2.10 Realtime-PCR (Lightcycler)
Der Lightcycler kombiniert einen PCR-Thermocycler, eine Fluoreszenz-Detektions-
einheit sowie die Mo¨glichkeit, den Verlauf der PCR online am Computer zu verfol-
gen.
Fu¨r einen Lightcycler-Reaktionsansatz beno¨tigt man, im Gegensatz zur herko¨mm-
lichen PCR, SYBR Green Mix und spezielle Glaskapillaren. Der SYBR Green Mix
entha¨lt neben der Polymerase und den dNTP einen Fluoreszenzfarbstoff, der aus-
schließlich doppelstra¨ngige DNA markiert.
Der Reaktionsansatz sieht wie folgt aus:
2,0 µl SYBR Green Mix
1,0 µl Primer forward (10µM)
1,0 µl Primer revers (10µM)
x µl MgCl2 (x = 1,5; 2,0 oder 2,4)
y µl H2O
1 µl cDNA
Σ 19 µl pro Kapillare
Der Reaktionsansatz wird in eine Glaskapillare pipettiert, mit einem Plastikstopfen
verschlossen und 15 Sekunden bei 3000 UpM in einer Zentrifuge (Fa. Eppendorf) zen-
trifugiert. Anschließend werden die Kapillaren in den Rotor des Lightcyclers einge-
setzt und die Reaktion gestartet. Folgende Temperatura¨nderungen werden wa¨hrend
der Reaktion durchlaufen:
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initiale Denaturierung 95oC 30 sec
Amplifikation (40 Zyklen)
Denaturierung 95oC 3 sec
Annealing 58oC 5 sec
finale Extension 72oC 16 sec
Messung der Fluoreszenz 78oC 0 sec
Neben dem zu amplifizierenden Genabschnitt, fu¨r den die spezifischen Primer zuge-
geben werden, muß fu¨r jede eingesetzte cDNA auch eine β-Aktin PCR im Lightcycler
durchgefu¨hrt werden. Außerdem muß mit einer cDNA und den β-Aktin-Primern ei-
ne Standardkurve erstellt werden, wobei die cDNA je einmal unverdu¨nnt, 1:10- und
1:100-verdu¨nnt eingesetzt wird. Dies ist notwendig, um die Menge der eingesetz-
ten cDNAs in Relation zueinander zu setzen, was eine relative Quantifizierung des
gewu¨nschten Produktes ermo¨glicht.
Fu¨r die Quantifizierung wird der am Ende der Reaktion von der Software des Com-
puters angegebene Wert der unverdu¨nnten Standard- cDNA durch die β-Aktin cD-
NA dividiert. Der erhaltene Faktor wird mit dem Wert der cDNA des gewu¨nschten
Genabschnittes multipliziert. So kann man die eingesetzten cDNAs einer Lightcycler-
Reaktion in Beziehung zueinander setzen.
Fu¨r jedes neue Primerpaar muß neben der Annealing-Temperatur auch die Meß-
temperatur und die MgCl2-Konzentration eingestellt werden:
• Die Konzentration von MgCl2 ist vom Primer abha¨ngig. Je niedriger die MgCl2-
Konzentration, desto spezifischer die Primerbindung. Deshalb muß, vor jeder
Quantifizierung, jedes neu eingesetzte Primerpaar bezu¨glich der MgCl2- Kon-
zentration etabliert werden.
• Bei Erreichen der Meßtemperatur wird die in jedem Zyklus neu gebildete Men-
ge an doppelstra¨ngiger DNA quantifiziert. Da auch ungebundene Primer hy-
bridisieren, wu¨rde diese kurze doppelstra¨ngige DNA zum Amplifikat addiert
werden. Deshalb muß eine Temperatur gewa¨hlt werden, bei der die Primer
nicht dimersisieren, das Produkt jedoch stabil ist.
Am Ende der Reaktion la¨ßt sich die Gesamtmenge des Produktes ablesen, die je-
doch noch in Bezug zur eingesetzten cDNA Menge gesetzt werden muß, bevor eine
Aussage u¨ber die tatsa¨chlich gebildete Menge gemacht werden kann.
Eine Gelelektrophorese (siehe 2.2.11.1) zur Gro¨ßenbestimmung der Produkte ist im
Anschluß der Reaktion mo¨glich.
Der Vorteil der Realtime-PCR gegenu¨ber einer herko¨mmlichen PCR liegt neben
der Mengenabscha¨tzung des Produktes in der ku¨rzeren Reaktionszeit. Diese liegt
bei Lightcycler-Reaktionen bei ca. 30 Minuten, wa¨hrend eine herko¨mmliche PCR
mehrere Stunden dauert.
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2.2.11 Gelelektrophorese
2.2.11.1 Agarosegele
DNA/RNA-Fragmente lassen sich aufgrund ihrer La¨nge, d.h. der Basenpaaranzahl,
in einem Gel aufgetrennen. Agarosegele werden fu¨r DNA/RNA-Fragmente gro¨ßer
150 bp verwendet.
Abha¨ngig von der Gro¨ße der erwarteten Fragmente benutzt man 1 bis 2 %ige Aga-
rosegele. Die entsprechende Menge Agarose wird in 1x TBE unter Zugabe von Ethi-
diumbromid (0,5 µg/ml) gelo¨st. Um das Einsinken der Proben in die Geltaschen zu
ermo¨glichen, werden die Proben durch die Zugabe von Ladepuffer beschwert. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 10 Volt/cm.
Die Agarosegele wurden mit einem Geldokumentationssystem fotografiert, digital
gespeichert und durch Schwarzweißausdruck dokumentiert.
Die DNA-Nachweisgrenze liegt bei dieser Methode bei etwa 50 ng.
Ladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanolblau
40 % (w/v) Sucrose
in H2O
2.2.11.2 RNA-Gele
Zur Integrita¨tsu¨berpru¨fung hochmolekularer RNA wurden Probenaliquots pra¨pa-
rierter Gesamt-RNA in 1 % (w/v) Agarosegelen elektrophoretisch getrennt. Auf-
grund ausgepra¨gter Sekunda¨rstrukturen von RNA wurden denaturierende 1 M Form-
aldehyd-Gele in 1x MOPS-Puffer verwendet. RNA-Proben wurden in 15 µl denatu-
rierenden Probenpuffer aufgenommen, hitzedenaturiert (10 min bei 70oC), kurz auf
Eis inkubiert und in die Probentaschen des gel pipettiert. Nach erfolgter elektropho-
retischer Trennung wurde die RNA auf einem UV-Transilluminator visualisiert und
das Gel fotografiert.
10x-MOPS-Puffer: 0,2 M MOPS pH 7,0
20 mM Natriumacetat
10 mM EDTA pH 8,0
Denaturierender
RNA-Probenpuffer: 45,0 µl Formaldehyd
45,0 µl Formamid
5,0 µl 10x MOPS-Puffer
3,5 µl 10 mg/ml Ethidiumbromid
1,5 µl 0,1 M EDTA (pH 7,5)
8,0 µl gesa¨ttigte Bromphenolblau-Lo¨sung
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2.2.11.3 SDS-PAGE
Die denaturierende eindimensionale SDS-PAGE wurde zur Trennung von Proteinen
aus Zellysaten entsprechend ihrer molekularen Gro¨ße eingesetzt. Es wurden 12,5%ige
SDS-PAGE-Gele verwendet, die sich aus einem Trenn- und einem Sammelgel zusam-
mensetzen:
Trenngel (10 ml): 40% PAA 3,125 ml
1 M Tris pH 8,8 1,9 ml
H2O 4,8 ml
10% SDS 100 µl
TEMED 15 µl
10% APS 50 µl
Sammelgel (10 ml): 40% PAA 750 µl
1 M Tris pH 6,8 900 µl
H2O 5,7 ml
10% SDS 100 µl
TEMED 7 µl
10% APS 50 µl
Proben bekannter Proteinmengen wurden in denaturierendem, reduzierendem Pro-
benpuffer (Roth) solubilisiert, erhitzt (10min 70oC) und neben dem Molekularge-
wichtsstandard (Seeblue; Invitrogen) im SDS-PAGE-Gel nach La¨mmli [124] phero-
graphiert.
SDS-PAGE-Laufpuffer: 25 mM Tris/HCl pH 8,5
200 mM Glycin
0,1% (v/v) SDS
2.2.11.4 EMSA-Gele
Fu¨r Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) (siehe 2.3.4) wurden native 6%ige
PAA-Gele verwendet:
30% PAA 12 ml
10x TBE 1,5 ml
H2O 60 ml
TEMED 75µl
10% APS 300 µl
Als Laufpuffer wurde fu¨r diese Gele 0,25x TBE verwendet. Die Laufzeit betrug 2h
bei 50mA. Anschließend wurden die Gele 2h bei 75oC auf Whatman-Papier unter
Anlegen von Vakuum getrocknet. Die getrockneten Gele wurden nur in eine Film-
kassette eingeklebt, und ein Ro¨ntgenfilm wurde aufgelegt. Die Filmkassette wurde
bei -80oC bis zum Entwickeln gelagert.
2.2. MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 43
2.2.12 Radioaktive Markierung von Sonden fu¨r EMSA
Radioaktive Markierung von Sonden wurden fu¨r Electrophoretic Mobility Shift As-
says (EMSA)(siehe 2.3.4) eingesetzt.
Zwei komplementa¨re Oligonukleotide wurde nach Erhitzen auf 95oC (5 min) und
anschließendem sehr langsamen Abku¨hlen (u¨N) auf Raumtemperatur hybridisiert.
Die Reaktionsbedingungen zur radioaktiven Markierung waren davon abha¨ngig, ob
das zu markierende Oligonukleotid glatte oder u¨berha¨ngende Enden aufwies.
Oligonukleotide mit glatten Enden wurden durch ein
”
blunt end“ Reaktion nach
folgendem Ansatz markiert:
100 ng annealtes Oligonukleotid
1 µl 10x-PNK-Puffer
x µl H2O
1 µl Polynukleotidkinase (PNK, Roche)
3 µl γ-32P-dATP
Das Gesamtvolumen von 20 µl wurde 30 min bei 37oC inkubiert.
Oligonukleotide mit u¨berha¨ngenden Enden wurden durch eine
”
fill in“ Reaktion
nach folgendem Ansatz markiert:
100 ng annealtes Oligonukleotid
2 µl H-Puffer
je 1 µl dTTP, dGTP, dATP
x µl H2O
1 µl Klenow-Polymerase (Roche)
2,5 µl α-32P-dCTP
Das Gesamtvolumen von 20 µl wurde 1h bei 37oC inkubiert.
Die Reinigung der radioaktiv markierten DNA-Fragmente erfolgte durch Gelfiltra-
tion u¨ber NickTM Colums (Amersham). Dadurch konnten die radioaktiven Oligonu-
kleotide von den nicht markierten Nukleotiden getrennt werden. Das Elutionsvolu-
men betrug 400 µl. Als Elutionslo¨sung wurde TE-Puffer (pH 7,5) verwendet.
2.2.13 Phage Display
Phage Display ist eine Selektionsmethode, bei der ein Peptid oder Protein expri-
miert wird, welches mit einem Hu¨llprotein eines Phagen fusioniert ist. Diese Me-
thode stellt eine physikalische Verbindung zwischen einer umfangreichen Bibliothek
zufa¨lliger Peptidsequenzen und der DNA, welche diese Peptidsequenzen kodiert her.
Dadurch wird eine schnelle Identifikation von Peptidliganden fu¨r eine Vielzahl von
Zielmoleku¨len, z.B. Antiko¨rper, Enzyme, Zelloberfla¨chenrezeptoren u.a., ermo¨glicht.
Der in vitro Selektionsprozeß wird als
”
panning“ bezeichnet [125, 126].
Die einfachste Form des
”
panning“ ist die Inkubation einer Bibliothek von Phagen,
deren Hu¨llprotein mit einer zufa¨lligen Peptidsequenz fusioniert ist mit einer Plat-
te, die mit dem Zielmoleku¨l beschichtet ist. Um ungebundene Phagen zu entfernen,
wird die Platte mehrmals gewaschen. Danach folgt die Elution des spezifisch gebun-
denen Phagen. Der eluierte Phage wird nun in E.coli amplifiziert und durch mehrere
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Bindungs-/Amplifikationzyklen zu einem Pool favorisierter Bindungssequenzen an-
gereichert. Nach 4 Runden wurden individuelle Einzelklone charakterisiert (vgl. Abb.
2.1).
Der Ph.D.-12 Phage Display Peptide Library Kit (New England Biolabs) basiert auf
einer kombinierten Bibliothek von zufa¨lligen 12-mer Peptiden, die mit dem kleinen
Hu¨llprotein (pIII) des M13-Phagen fusioniert sind.
4 Wells einer Mikrotiterplatte mit hoher Proteinbindungsaffinita¨t (Nunc) wurden
mit dem Protein MIA (2,6 ng/Well) beschichtet (Inkubation u¨N bei 4oC). Ein Ali-
quot des Bakterienstammes ER2537 wurde auf einer Minimalplatte ausgestrichen
und u¨N bei 37oC inkubiert. 5 ml LB-Medium wurden mit einem Klon von dieser
Platte angeimpft und u¨N bei 37oC schu¨ttelnd inkubiert. 20 ml LB-Medium wurden
mit 200 µl dieser u¨N-Kulturzu in einem 250 ml Erlenmeyer-Kolben angeimpft und
bei 37oC schu¨ttelnd inkubiert (ca. 4h), bis zu einer OD600 ≈ 0,5.
Die Proteinlo¨sung zum Beschichten der 4 Wells der Mikrotiterplatte wurde durch
Ausklopfen der Platte auf ein Papierhandtuch entfernt. Anschließend wurde jedes
Well mit 100 µl Blockingpuffer befu¨llt und 1h bei 4oC inkubiert.
Die Blockinglo¨sung wurde durch Ausklopfen auf ein Papierhandtuch nur aus dem
Well entfernt, das in der 1.Runde des
”
pannings“ eingesetzt wurde. Die anderen
Wells wurden abgeklebt, um die Blockinglo¨sung erst zu dem Zeitpunkt zu entfernen,
an dem die Wells gebraucht wurden. Das Well fu¨r die 1.Runde wurde sechsmal mit
TBST (TBS + 0,1% (v/v) Tween-20) gewaschen. Zwischen den einzelnen Wasch-
schritten wurde das Well gut auf einem Papierhandtuch ausgeklopft.
Das
”
panning“ wurde mit 1 µl der im Kit enthaltenen Phagenbibliothek in 100µl
TBST gestartet. Um eine gute Bindung der Phagen an das Protein MIA zu erhal-
ten, wurde diese Lo¨sung 1h bei Raumtemperatur, auf einem Taumler schwenkend,
inkubiert. Anschließend wurde die Phagen-enthaltende Lo¨sung durch Ausklopfen
auf ein Papierhandtuch entfernt.Zur Entfernung des ungebundenen Phagen wurde
das Well mit TBST gewaschen (10x). Spezifisch gebundener Phage wurde durch
einen U¨berschuß an MIA eluiert. Dazu wurde MIA (140ng/ml) in 200µl TBS 1h
bei Raumtemperatur, auf einem Taumler schwenkend, inkubiert. Danach wurde der
U¨berstand in ein Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß transferiert.
Die ER2537-Bakterienkultur im 250ml-Erlenmeyer-Kolben wurde anschließend mit
diesem U¨berstand infiziert und 4,5h bei 37oC schu¨ttelnd inkubiert. Danach wur-
de die Bakteriensuspension in einer Ku¨hlzentrifuge (4oC) 10 min bei 10000 UpM
zentrifugiert und der U¨berstand vorsichtig in ein 50ml-Falcon-Gefa¨ß dekantiert. Es
muß beim Dekantieren streng darauf geachtet werden, daß keine Bakterien mit
u¨berfu¨hrt werden. Die Pra¨zipitation der Phagen erfolgte durch Zugabe von 1/6
Volumen NaCl/PEG und Inkubation u¨N bei 4oC.
Die Pra¨zipitate wurden in einer Ku¨hlzentrifuge (4oC) 15 in bei 10000 UpM zentri-
fugiert. Der U¨berstand wurde dann durch vorsichtiges Dekantieren verworfen. Das
Pellet wurde in 1ml TBS resuspendiert und in ein 1,5ml-Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß
u¨berfu¨hrt. Es schloß sich eine nochmalige Pra¨zipitation durch Zugabe von 1/6 Vo-
lumen NaCl/PEG und einer einstu¨ndigen Inkubation bei 4oC an. Die Pra¨zipitate
wurden 10 min bei 10000 UpM zentrifugiert und der U¨berstand verworfen. Das Pel-
let wurde in 200 µl TBS resuspendiert.
Zur Bestimmung der Phagen-Konzentration wurde eine Verdu¨nnungsreihe der Pha-
gen hergestellt: Negativkontrolle (H2O), 1:10
−3, 1:10−6, 1:10−9. 10 µl jeder Verdu¨n-
nung wurden zu jeweils 200 µl der ER2537-Bakterienkultur pipettiert, gut durch-
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mischt und 5 min inkubiert. Zu dieser Suspension wurden anschließend 3 ml Top-
Agarose gegeben, kurz durchmischt und sofort auf vorgewa¨rmte LB-Platten gegos-
sen. Die Platten wurden geschwenkt, um eine luftblasenfreie Verteilung der Top-
Agarose-Suspension zu ermo¨glichen. Nach einer kurzen Abku¨hlphase (5 min) wur-
den die LB/Top-Agarose-Platten u¨N bei 37oC inkubiert.
Nach Inspektion der Platten und U¨berpru¨fung der Negativkontrolle wurden die
Plaques der Platten der Verdu¨nnung 1:10−9 ausgeza¨hlt. Die Platten mit den Verdu¨n-
nungen 1:10−3 und 1:10−6 waren vollsta¨ndig lysiert. Nach Multiplikation der Pha-
genanzahl mit dem Verdu¨nnungsfaktor erhielt man die
”
plaque forming unit“ (pfu)
der in die Titration eingesetzten 10 µl.
An diese erste Runde des
”
biopannings“ schloß sich unmittelbar Runde 2, dann
Runde 3 und 4 an. Mindestens 1-2x1011 pfu des in Runde 1 amplifizierten Phagen
wurde in Runde 2 eingesetzt und die Durchfu¨hrung ab dem Schritt der Inkubation
des Phagen mit dem MIA-beschichteten Well wiederholt. Die Waschschritte wur-
den nun mit TBST, das 0,5% (v/v) Tween-20 enthielt, durchgefu¨hrt. In Runde 3
und 4 wurden ebenfalls mindestens 1-2x1011 pfu des in der vorangehenden Runde
amplifizierten Phagen in die na¨chste Runde eingesetzt. In Runde 4 erfolgte keine
Amplifikation. Zur Konzentrationsbestimmung wurde, entsprechend vorangegange-
ner Beschreibung, titriert.
Von der Platte mit der gro¨ßten Verdu¨nnung wurden 10 Einzelklone gepickt und 1 ml
einer ER2537-Bakterienkultur (1:100-Verdu¨nnung einer u¨N-Kultur) infiziert. Diese
wurde 4,5-5h schu¨ttelnd bei 37oC inkubiert. Die Kulturen wurden in Eppendorf-
Reaktionsgefa¨ße transferiert und 30 sec zentrifugiert. Der U¨berstand wurde in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt, nochmal zentrifugiert und der U¨ber-
stand erneut in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß pipettiert.
Die auf diese Weise selektierten Peptide wurden anschließend zur Sequenzierung
(siehe 2.2.8) gereinigt:
500 µl des Phagen-enthaltenden U¨berstandes wurden in ein neues Eppendorf-Reak-
tionsgefa¨ß transferiert, 200 µl NaCl/PEG hinzugegeben, durch invertieren durch-
mischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 10
min bei 10000 UpM wurde der U¨berstand verworfen und das Pellet in 100 µl Jodid-
Puffer resuspendiert. 250 µl Ethanol wurden hinzupipettiert und erneut 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. In dieser kurzen Inkubationszeit wird nur Einzelstrang-
Phagen-DNA pra¨zipitiert. Der Großteil des Phagenproteins bleibt in Lo¨sung. Die
Pra¨zipitate wurden 10 min bei 10000 UpM zentrifugiert und der U¨berstand verwor-
fen. Das Pellet wurde mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, in der Speedvac getrocknet
und letztendlich in 30 µl a.dest resuspendiert.
Die Bindung der erhaltenen Peptide an MIA wurde durch einen MIA-spezifischen
ELISA-Test (Roche) u¨berpru¨ft:
Hierfu¨r wurden 20 ml einer ER2537-Bakterienkultur (1:100-Verdu¨nnung einer u¨N-
Kultur) mit 5 µl des U¨berstandes infiziert und 4,5h schu¨ttelnd bei 37oC inkubiert.
Anschließend wurden die Kulturen in Zentrifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt und 10 min bei
10000 UpM zentrifugiert. 80% des U¨berstandes wurden in ein neues 50 ml-Falcon-
Gefa¨ß pipettiert, durch Zugabe von 1/6 Volumen NaCl/PEG und einer Inkubation
von 1h bei 4oC pra¨zipitiert. Die PEG-Pra¨zipitate wurden anschließend 15 min bei
10000 Upm (4oC) zentrifugiert, der U¨berstand wurde verworfen und das Pellet in 1
ml TBS resuspendiert. Nach nochmaliger Pra¨zipitation durch Zugabe von 1/6 Volu-
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men NaCl/PEG und Inkubation von 1h bei 4oC, folgte eine erneute Zentrifugation
von 10 min bei 10000 Upm (4oC). Der U¨berstand wurde wieder verworfen und das
Pellet in 50 µl TBS resuspendiert.
Die fu¨r den ELISA notwendige Anzahl an Wells einer Mikrotiterplatte wurde mit
MIA (2,6 ng/Well) beschichtet und geblockt, entsprechend vorangegangener Be-
schreibung. Fu¨r jede Phagensuspension wurde eine Verdu¨nnungsreihe (in 200 µl
TBS) hergestellt. Die Konzentrationen der Phagensuspensionen untereinander wa-
ren a¨quivalent, wobei sich an der Suspension mit der niegdrigsten pfu orientiert
wurde. Nach einer Inkubationszeit von 1h bei Raumtemperatur wurde die Mirko-
titerplatte durch Ausklopfen auf ein Papierhandtuch entleert und anschließend mit
TBST (6x) gewaschen.
Der im Kit enthaltene HRP-konjugierte anti-M13 Antiko¨rper wurde 1:5000 mit
Blocking-Puffer verdu¨nnt, 200 µl dieser Verdu¨nnung in jedes Well pipettiert und
1h bei Raumtemperatur,auf dem Taumler, inkubiert. Nach dem Entfernen des An-
tiko¨rpers und Waschen der Platte mit TBST (6x) wurden 200 µl ABTSr-Lo¨sung
pro Well pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde 10 bis 60 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschließend photometrisch bei 405-415 nm detektiert.
Minimal-Platten: 500 ml 2xM9 Salze
(pro Liter) 500 ml 3% Agar
20 ml 20% (w/v) Glucose
2 ml 1 M MgSO4
0,1 ml 1 M CaCl2
1 ml Thiamin (10mg/ml)
alle Komponenten separat autoklavieren,
Glucose und Thiamin steril filtrieren, Platten bei 4oC aufbe-
wahren
2xM9 Salze: 12 g Na2HPO4
(pro Liter) 6 g KH2PO4
1 g NaCl
2 g NH4Cl
Blocking-Puffer: 0,1 M NaHCO3 pH 8,6
5 mg/ml BSA
steril filtrieren, bei 4oC aufbewahren
NaCl/PEG: 20% Polyethylenglycol (PEG)-8000
2,5 M NaCl
autoklavieren, bei Raumtemperatur aufbewahren
Jodid-Puffer: 10 mM Tris/HCl pH 8,0
1 mM EDTA
4 M NaI
bei Raumtemperatur im, Dunkeln aufbewahren
Top-Agarose: 100 ml LB-Medium
0,7 g Agarose
2.3. PROTEINCHEMISCHE METHODEN 47
,
Phagenbibliothek:,
jeder Phage trägt eine ,
andere Peptidsequenz
mit MIA beschichtetes well,
einer Mikrotiterplatte
ungebundene Phagen werden,
durch Waschen entfernt
spezifisch gebundener Phage,
wird durch einen Überschuß an,
MIA eluiert
eluierter Phage wird amplifiziert,,
und der Gesamtprozeß wiederholt,,
insgesamt 4 Runden
Nach 4 Runden werden Einzelklone,
isoliert und sequenziert.
Abb. 2.1: Prinzip des Phage Displays
2.3 Proteinchemische Methoden
2.3.1 Pra¨paration von Kernproteinextrakten
Zur Isolierung von Kernproteinen [127, 128] wurden die Zellen in T75-Zellkultur-
flaschen (Falcon) angezu¨chtet. Nach dem Absaugen des Zellkulturu¨berstandes und
einmaligem Waschen mit PBS, folgte ein Abkratzen der Zellen mit einem Zellscha-
ber in 1 ml PBS. Die Zellen wurden in ein 1,5 ml-Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt und
3min bei 3000 UpM pelletiert. Der U¨berstand wurde vorsichtig abgezogen, das Pel-
let in 400 µl Lysispuffer I (temperiert auf 4oC) aufgenommen und 15 min auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 25 µl 10% (v/v) NP-40 wurde gut durchmischt, kurz
zentrifugiert und das Pellet in 50 µl Lysispuffer II (temperiert auf 4oC) 15 min kra¨ftig
bei 4oC geschu¨ttelt. Anschließend folgte ein Zentrifugationsschritt von 15 min bei
10000 UpM. Der erhaltene U¨berstand beinhaltet die Kernproteine und kann fu¨r EM-
SA (siehe 2.3.4) eingesetzt werden.
Lysispuffer I: 10 mM HEPES-NaOH pH 7,9
10 mM KCl
0,1 mM EDTA
0,01 mM EGTA
1 mM DTT
48 KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN
Lysispuffer II: 20 mM HEPES-NaOH pH 7,9
0,4 M NaCl
1 mM EDTA
1 mM EGTA
1 mM DTT
2.3.2 Lyse eukaryontischer Zellen und Gesamtproteinbestim-
mung
Adha¨rent wachsende Zellen mit einer Konfluenz von 80 % wurden mechanisch von
den Zellkulturflaschen angelo¨st und mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in
200 µl Lysispuffer (RIPA plus complete, Roche) resuspendiert und 15 min bei 4oC
schu¨ttelnd (1400 UpM) lysiert. Zur Abtrennung der unlo¨slichen Zellbestandteile
wurde die Suspension anschließend 15 min bei 13000 UpM (4oC) zentrifugiert und
die U¨berstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß transferiert.
Die Bestimmung der Gesamtproteinmengen in Zelllysaten erfolgte durch eine Biuret-
Reaktion mit dem BCA-Protein Assay Kit der Firma Pierce.
Die Methode kombiniert die Reduktion von Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen durch die zu
testenden Proteine in einem alkalischen Milieu. In einem zweiten Reaktionsschritt
werden die gebildeten Cu+-Ionen durch Bicinchronische Sa¨ure (BCA) in einen lila
gefa¨rbten, wasserlo¨slichen Komplex aus zwei Moleku¨len BCA und einem Cu+-Ion
u¨berfu¨hrt [129].
Zur Erstellung von Eichgeraden wurde eine Standardreihe bekannter BSA-Mengen
vermessen. Von den Standard-Lo¨sungen wurden jeweils 5 µl in Doppelbestimmung
pro Well eingesetzt. Von den zu bestimmenden Lysaten wurden 5 µl von Gesamtpro-
tein- und 1 µl von Kernproteinlysaten in Doppelbestimmung pro Well eingesetzt.
Die Menge gefa¨rbten Reaktionsproduktes wurde in einem ELISA-Reader durch die
Absorptionsbestimmung bei der Wellenla¨nge 562 nm quantifiziert und zeigte eine
lineare Korrelation zur eingesetzten Proteinmenge u¨ber einen Bereich von 25 µg/ml
bis 2 mg/ml. Die Meßwerte der Kernproteinlysate mußten nach der Messung noch
mit dem Faktor 5 multipliziert werden, da sie, im Vergleich zum Standard, um diesen
Faktor weniger eingesetzt wurden.
Alle Versuche wurden in einem in einer Mikrotiterplatte durchgefu¨hrt.
2.3.3 Western Blot
Einzelne Proteine aus dem Gesamtproteinlysat wurden mit Hilfe spezifischer An-
tiko¨rper (vgl. Tab. 2.1.6) detektiert.
Dazu wurden die Lysate durch SDS-PAGE separiert (siehe 2.2.11.3), in einem We-
stern Blot durch Elektrotransfer auf PVDF-Membran (BioRad) transferiert und
immobilisiert [130].
Die PVDF-Membran wurde zuna¨chst auf Gelgro¨ße zugeschnitten, in Methanol und
anschließend in Blotpuffer a¨quilibriert. Whatman-Papier wurde ebenfalls auf Gel-
gro¨ße zugeschnitten (pro Gel 4 Bla¨ttchen) und in Blotpuffer angefeuchtet. Anschlie-
ßend wurde aus demWhatman-Papier, dem Gel und der Membran ein Transferstapel
(
”
Sandwich“) zusammengesetzt. Dieser Stapel wurde in die Semi-dry-Blotapparatur,
die im wesentlichen aus 2 Graphitplatten, Anode und Kathode besteht, eingelegt
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(vgl. Abb. 2.2). Die Elekrophorese wurde 1h bei 150mA und Raumtemperatur durch-
gefu¨hrt.
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Abb. 2.2: Aufbau eines Semi-Dry-Western Blots
Nach Beendigung des Transfers auf die PVDF-Membran wurden freie Bindungstellen
der Membran durch Inkubation mit 3 % BSA in PBS (bzw. 3% Milchpulver in TBS
im MAPK-Assay) abgesa¨ttigt (25 min bei Raumtemperatur). Anschließend wurde
mit dem entsprechenden Erstantiko¨rper u¨N bei 4oC inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen mit PBS oder H2O folgte eine Inkubation mit einem AP-gekoppelten Se-
kunda¨rantiko¨rper fu¨r 1,5h bei Raumtemperatur. Die gekoppelten Antiko¨rper konn-
ten durch eine Farbreaktion mit NBT/BCIP (Sigma) detektiert werden.
Blotpuffer: 190 mM Tris/HCl pH 8,5
25mM Glycin
0,04% SDS
10 % Methanol
2.3.4 Elektrophoretic Mobility Shift Assay
Elektrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) dient dem in-vitro-Nachweis von
DNA-Protein-Wechselwirkungen.
Die Kernproteinextrakte (siehe 2.3.1) wurden in folgenden Ansatz eingesetzt:
4 µl 5x EMSA-Puffer
1 µl poly-dIdC (1µg/µl)
1 µl radioaktiv markiertes Oligonukleotid (siehe 2.2.11)
x µl Kernextrakt (5-40 µg, abha¨ngig vom Experiment)
y µl H2O
Σ 20 µl
Dieser Reaktionsansatz wurde 10 min bei Raumtemperaur inkubiert, anschließend
wurden 4 µl EMSA-Ladepuffer zugegeben und in einem 6%igen PAA-Gel (siehe
2.2.11.4) aufgetrennt. Die Gele wurden auf Whatman-Papier getrocknet und auto-
radiographiert.
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5x EMSA-Puffer: 25 mM HEPES pH 7,8
25 mM MgCl2
250 mM KCL
1 mM EDTA
25 mM DTT
50% Glycerin
EMSA-Ladepuffer: 80% Formamid
10 mM NaOH
1 mM EDTA
1 % Bromphenolblau
2.3.5 Proteintyrosinkinase-Assay
Proteintyrosinkinase-Assays wurden durchgefu¨hrt, um in vitro die Aktivita¨t von
Proteintyrosinkinasen quantitativ zu bestimmen. Es wurde ein nicht-radioaktiver
Proteintyrosinkinase-Assay Kit (Roche) verwendet. Dieser Assay nutzt synthetische
Peptidsubstrate, die am C-Terminus Biotin-markiert sind. Nach dem Quenchen der
Enzymreaktion durch einen spezifischen Inhibitor wurde das phosphorylierte und
das dephosphorylierte Substrat durch die Bindung an eine Streptavidin-beschichtete
Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach mehreren Waschschritten wurde das phospho-
rylierte Substrat immunochemisch mit ABTSr u¨ber einen hochspezifischen anti-
Phosphotyrosin-Antiko¨rper nachgewiesen (siehe Abb. 2.3).
PTKase
PKS P-Tyr
Streptavidin-
beschichtete 
Mikrotiterplatte
Biotinyliertes Peptid (PKS),
Tyrosin-phosphoryliert durch
die Proteintyrosinkinase(PTK)
Anti-Phosphor-
Tyrosin-POD 
ABTS 
Substrat
R
Abb. 2.3: Prinzip des nicht-radioaktiven Proteintyrosinkinase-Assay
Der Assay detektiert spezifisch die Aktivita¨t von Proteintyrosinkinasen durch Vi-
sualisierung des Transfers der γ-Phosphatgruppe von ATP auf ein Tyrosin des bio-
tinylierten Substratpeptides. Die Sensitivita¨t dieser Methode liegt bei 1 pmol in das
Substratpeptid inkorporiertes Phosphat wa¨hrend der Reaktionszeit.
Die Assay-Lo¨sungen, die im Kit enthalten waren, wurden gema¨ß Herstellerangeben
angesetzt, aliquotiert und aufbewahrt. Die Lo¨sungen, die nicht im Kit enthalten wa-
ren, wurden separat angesetzt.
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Solution Bezeichnung Zusammensetzung
1 Kinase-Substrat 1 (PKS 1) im Kit enthalten
2 Kinase-Substrat 2 (PKS 2) im Kit enthalten
3 Phosphopeptid (PP) Standard Im Kit enthalten
4 Inhibitor im Kit enthalten
5 anti-Phopspho-Tyrosin-POD im Kit enthalten
6 PBS/BSA im Kit enthalten
7 ABSTr-Lo¨sung im Kit enthalten
8 PBS 9,55 g/l in a.dest
9 ATP/Mg2+ 5 mM ATP, 50 mM MgCl2 pH 7,0-7,5
10 Assay-Puffer (5x) 100 mM Tris/HCl pH 7,5,
150 µM Na3VO4, 5 mM DTT
10a Stock IV Assay-Puffer ohne Na3VO4
13 Mg2+ 50 mM MgCl2
Die Zellen (Mel Im) wurden in Wells von 6 Well-Platten (500000 Zellen/Well) aus-
gesa¨t. Unmittelbar vor dem Assay wurden die Zellen zeitabha¨ngig mit MIA (100
ng/ml Medium): unbehandelt, 1 min MIA, 2 min MIA, 5 min MIA, 30 min MIA, 1h
MIA, 2h MIA und 4h MIA. Anschließend wurde das Zellkulturmedium abgesaugt,
die Zellen mit PBS gewaschen und mit einem Zellschaber in PBS mit Proteaseinhib-
toren (Roche) abgekratzt. Durch dreimaliges Einfrieren in flu¨ssigem Stickstoff und
Auftauen erfolgte die Lyse der Zellen. Anschließend wurde das Lysat durch Zentri-
fugation (15 min bei 13000 UpM) von den unlo¨slichen Zellbestandteilen getrennt.
Die Gesamtproteinmenge wurde mittels BCA (siehe 2.3.2) bestimmt. 10 µg Gesamt-
protein wurden in den Assay eingesetzt:
1. Negativkontrolle: 10 µl Sol 6
10 µl Sol 9
10 µl Sol 10
10 µl a.dest
10 µl Proteinlysat (in Sol 6)
2. Kontrolle auf Phosphatasen: 10 µl Phosphopeptid 1 µM (Sol 3)
10 µl Sol 13
10 µl Stock IV
10 µl a.dest
10 µl Proteinlysat (in Sol 6)
3. Standardkurve: 10 µl je Phosphopeptid-Konzentration
(Standardreihe: 1µM, 100nM, 50nM,
10nM, 5nM, 1nM, leer)
10 µl Sol 9
10 µl Sol 10
10 µl a.dest
10 µl PBS
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4. Inhibitortest: 10 µl Sol 1 bzw. 2
10 µl Sol 9
10 µl Sol 10
10 µl Sol 4
10 µl Proteinlysat (in Sol 6)
5. mit MIA behandelte Proteinlysate: 10 µl Sol 1 bzw. 2
10 µl Sol 9
10 µl Sol 10
10 µl a.dest
10 µl je Proteinlysat (in Sol 6)
Alle Proben wurden einzeln (kein Mastermix!) pipettiert. Die Reaktionszeit betrug
30 min bei 37oC. Durch die Zugabe von 10 µl Sol 4 wurde die Reaktion abgestoppt.
Nach kurzer Zentrifugation (1 min bei 10000 UpM) wurden die Proben auf Eis ge-
stellt.
Je 50 µl der Proben wurden anschließend in die Wells der Streptavidin-beschichteten
Mikrotiterplatte pipettiert und 20 min bei 37oC inkubiert. Danach wurden die
Lo¨sungen ausgegossen, die Platte auf einem Papierhandtuch ausgeschlagen und drei-
mal mit 250 µl PBS gewaschen (mindestens 30 sec). 75 µl einer Anti-Phosphotyrosin-
POD-Antiko¨rperlo¨sung (0,5 U/ml) wurden in jedes Well pipettiert, die Module mit
Folie abgeklebt und 1h bei 37oC inkubiert. Anschließend wurde die Platte erneut
mit PBS gewaschen, entsprechend vorangegangener Beschreibung, und auf einem
Papierhandtuch ausgeschlagen. 100 µl Sol 7 wurden pro Well hinzugefu¨gt und die
Platte sofort photometrisch bei 405nm bis 490nm detektiert.
2.3.6 Proteintyrosinphosphatase-Assay
Proteintyrosinphosphatase-Assays wurden durchgefu¨hrt, um in vitro die Aktivita¨t
von Proteintyrosinphosphatasen quantitativ zu bestimmen. Es wurde ein nicht-
radioaktiver Proteintyrosinphosphatase-Assay Kit (Roche) verwendet. Dieser As-
say nutzt synthetische tyrosin-phosphorylierte Peptidsubstrate, die am N-Terminus
Biotin-markiert sind. Nach dem Quenchen der Enzymreaktion durch einen spezifi-
schen Inhibitor erfolgte die Immobilisierung des phosphorylierten und des dephos-
phorylierten Substrates durch die Bindung an eine Streptavidin-beschichtete Mi-
krotiterplatte. Nach mehreren Waschschritten wurde das phosphorylierte Substrat
immunochemisch mit ABTSr u¨ber einen hochspezifischen anti-Phosphotyrosin-
Antiko¨rper nachgewiesen (siehe Abb. 2.4).
Der Tyrosinphosphatase-Assay detektiert 0,1 bis 1 µU Phosphatase-Aktivita¨t in ei-
ner Stunde.
Die Assay-Lo¨sungen, die im Kit enthalten waren, wurden gema¨ß Herstellerangeben
angesetzt, aliquotiert und aufbewahrt. Die Lo¨sungen, die nicht im Kit enthalten wa-
ren, wurden separat angesetzt.
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Abb. 2.4: Prinzip des nicht-radioaktiven Proteintyrosinphosphatase-Assay
Solution Bezeichnung Zusammensetzung
1 Phosphatase-Substrat 1 (PPS 1) im Kit enthalten
2 Phosphatase-Substrat 2 (PKS 2) im Kit enthalten
3 anti-Phopspho-Tyrosin-POD Im Kit enthalten
4 Natriumorthovanadat (400 µM) im Kit enthalten
5 PBS/BSA im Kit enthalten
6 ABSTr-Lo¨sung im Kit enthalten
7 PBS 9,55 g/l in a.dest
8 Assay-Puffer 20 mM Tris/HCl pH 7,5
0,1% (v/v) β-Mercaptoethanol
1 mg/ml BSA
Die Zellen (Mel Im) wurden in Wells von 6 Well-Platten (500000 Zellen/Well) aus-
gesa¨t. Unmittelbar vor dem Assay wurden die Zellen zeitabha¨ngig mit MIA (100
ng/ml Medium) inkubiert: unbehandelt, 1 min, 2 min, 5 min, 30 min, 1h, 2h und
4h. Anschließend wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellen mit PBS ge-
waschen und mit einem Zellschaber in PBS mit Proteaseinhibtoren (Roche) abge-
kratzt. Durch dreimaliges Einfrieren in flu¨ssigem Stickstoff und Auftauen erfolgte
die Lyse der Zellen. Anschließend wurde das Lysat durch Zentrifugation (15 min
bei 13000 UpM) von den unlo¨slichen Zellbestandteilen getrennt. Die Gesamtprote-
inmenge wurde mittels BCA (2.3.2) bestimmt. 4 µg Gesamtprotein wurden in den
Assay eingesetzt:
1. Negativkontrolle: 10 µl Sol 5
10 µl Sol 8
10 µl Proteinlysat (in Sol 8)
2. Kontrolle der Assaykomponenten: 10 µl Phosphopeptid 1 µM
10 µl a.dest
10 µl Proteinlysat (in Sol 8)
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3. Standardkurve: 10 µl je Phosphopeptid-Konzentration
(Standardreihe: 1µM, 100nM, 50nM,
10nM, 5nM, 1nM, leer)
10 µl Sol 8
10 µl a.dest
4. Inhibitortest: 10 µl Sol 1 bzw. 2
10 µl Sol 4
10 µl Proteinlysat (in Sol 8)
5. mit MIA behandelte Proteinlysate: 10 µl Sol 1 bzw. 2
10 µl Sol 8
10 µl je Proteinlysat (in Sol 8)
Alle Probenkomponenten wurden einzeln pipettiert. Die Reaktionszeit betrug 30
min bei 37oC. Durch die Zugabe von 10 µl Sol 4 wurde die Reaktion abgestoppt.
Nach kurzer Zentrifugation (1 min bei 10000 UpM) wurden die Proben auf Eis ge-
stellt.
Je 30 µl der Proben wurden anschließend in die Wells der Streptavidin-beschichteten
Mikrotiterplatte pipettiert und 20 min bei 37oC inkubiert. Danach wurden die
Lo¨sungen ausgegossen, die Platte auf einem Papierhandtuch ausgeschlagen und drei-
mal mit 250 µl PBS gewaschen (mindestens 30 sec). 75 µl einer Anti-Phosphotyrosin-
POD-Antiko¨rperlo¨sung (0,5 U/ml) wurden in jedes Well pipettiert, die Module mit
Folie abgeklebt und 1h bei 37oC inkubiert. Anschließend wurde die Platte erneut
mit PBS gewaschen, wie bereits beschrieben, und auf einem Papierhandtuch aus-
geschlagen. 100 µl Sol 6 wurden pro Well hinzugefu¨gt und die Platte unmittelbar
photometrisch bei 405nm bis 490nm detektiert.
2.3.7 MAPK-Assay
Der MAPKinase Assay Kit (upstate biotechnology) wurde zur Messung der Phospho-
transferase-Aktivita¨t vom MAP (mitogen activated protein) Kinasen in Immuno-
pra¨zipitaten, Zelllysatfraktionen und Gesamtzelllysaten entwickelt. Der Assay ba-
siert auf der Phosphorylierung eines fu¨r MAP Kinasen spezifischen Substrates, dem
MBP (
”
myelin basic protein“). Das phosphorylierte Substrat wird durch Western
Blot Analyse (siehe 2.3.3) mit einem monoklonalen Phospho-spezifischen MBP-
Antiko¨rper detektiert (siehe Abb. 2.5).
MBP + ATP phosphoryliertes-MBP + ADP
phosphoryliertes-MBP Western Blot:,
Detektion des phosphorylierten-MBPs
MAP Kinase, Mg²+, 30˚C, 30 min
Anti-Humanphosphoryliertes-MBP
Abb. 2.5: Prinzip des MAP Kinase Assay Kits
500000 Zellen wurden pro Well einer 6 Well-Platte ausgesa¨t. Um den Einfluß von
FKS auf die Aktivita¨t der MAP Kinasen auszuschließen, wurden die Zellen eines
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Wells fu¨r 18-20 Stunden mit DMEM ohne FKS-Zusatz kultiviert. Die Zellen aller
anderen Wells wurden mit DMEM (10% FKS) kultiviert. Diese Zellen wurden vor
Beginn des Assays u¨ber verschiedene Zeitra¨ume (5min bis 4h) mit dem Protein MIA
(100 ng/ml Medium) behandelt.
Zur Herstellung des Gesamtzelllysates wurde der Zellkulturu¨berstand verworfen und
die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 200 µl PBS
mit Zellschabern abgekratzt und in 1,5 ml Eppendorf-Gefa¨ße u¨berfu¨hrt. Nach Zen-
trifugation (3 min bei 3000 UpM) wurde der U¨berstand vorsichtig abgesaugt und
das Pellet in 40 µl ADB (Assay Dilution Buffer, im Kit enthalten) resuspendiert.
Die Lyse erfolgte durch Einfrieren in flu¨ssigen Stickstoff und anschließendem Auf-
tauen. Dies wurde dreimal wiederholt. Danach wurden die Lysate 15 min bei 13000
UpM zentrifugiert und auf Eis gelagert. Nach der Proteinbestimmung (siehe 2.3.2)
wurden 40 µg des Gesamtzelllysates in den Assay eingesetzt:
20 µl Gesamtzelllysat in ADB (Assay Dilution Buffer)
10 µl Substrat-Cocktail (MBP)
10 µl Inhibitor-Cocktail
10 µl Mg2+/ATP-Cocktail
50 µl Gesamtreaktionsansatz
Alle Vorinkubationsreaktionen fanden im Eisbad statt. Die Assaykomponenten wur-
den einzeln auf den Boden der Eppendorf-Gefa¨ße pipettiert. Durch den Mg2+/ATP-
Cocktail wurde die Reaktion, die Phosphorylierung von MBP, gestartet. Deshalb
wurde diese Komponente zuletzt zum Ansatz pipettiert und anschließend vorsichtig
kurz gevortext. Der Reaktionsmix wurde 30 min bei 30oC leicht schu¨ttelnd (500
UpM) inkubiert. Durch anschließende Inkubation auf Eis wurde die Reaktion been-
det.
30 µl des Reaktionsansatzes wurden mit 10 µl denaturierendem, reduzierendem Pro-
benpuffer (Roth) erhitzt (10 min 70oC) und neben dem Molekulargewichtsstandard
(Seeblue, Invitrogen) im SDS-PAGE-Gel nach La¨mmli [124] pherographiert (siehe
2.2.11.3) und anschließend geblottet (siehe 2.3.3).
2.4 Zellkultur und Transfektion
2.4.1 Zellkultur eukaryontischer Zellen
Die verwendeten Zelllinien wurden in DMEM low glucose (PAA Laboratories GmbH,
Linz) mit 10% FKS (Perbio HyClone, Utah/USA), 1% Penicillin/Streptomycin
(PAA Laboratories GmbH) und 1% L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH) bei
37oC und 5% CO2 kultiviert. Das Melan A-Medium enthielt außerdem noch Cho-
leratoxin (250 ng/ml, Sigma) und PMA (10−6 M, Sigma). Die prima¨ren humanen
Melanozyten wurden in Melanozytenmedium MGM-3 (Cellsystems) kultiviert.
Bei einer Konfluenz von etwa 80% wurden die Zellen passagiert. Dafu¨r wurden
die Zellen nach Waschen mit PBS 2-3 min mit 0,05% Trypsin (Gibco BRL) und
0,02% EDTA (Gibco BRL) in PBS bei 37oC inkubiert. Die von der Zellkulturflasche
abgelo¨sten Zellen wurden in frischem Medium aufgenommen, in ein 50 ml-Falcon
u¨berfu¨hrt und 5 min bei 1200 UpM zentrifugiert. Anschließend wurde der U¨ber-
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stand abgesaugt, das Pellet in DMEM (10% FKS) resuspendiert und die Zellen in
neue Zellkulturflaschen ausgesa¨t.
Der Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.
2.4.2 Isolierung prima¨rer humaner Melanozyten
Prima¨re humane Melanozyten wurden aus gesundem, nicht adultem Vorhautgewebe
isoliert. Die Vorha¨ute wurden von einer niedergelassenen urologischen Praxis bezo-
gen.
Das Gewebe wurde zuna¨chst in eine Betaisodona-Lo¨sung (Mundipharma GmbH,
Limburg) eingelegt, anschließend zweimal mit sterilem PBS gespu¨lt. Zuna¨chst wur-
de das subcutane Fettgewebe entfernt und das Gewebe dann in einer Dispase-Lo¨sung
(120 U/ml, Roche), mit der Epidermis nach oben, in ca. 5 mm große Stu¨cke geschnit-
ten. Die Trennung des Gewebes in Epidermis und Dermis erfolgte nach Inkubation
u¨N bei 4oC. Die Epidermis wurde vorsichtig mit einer Pinzette abgezogen und in eine
Trypsin-Lo¨sung (0,05%) gegeben. Um die Melanozyten aus dem Epidermis-Verband
zu lo¨sen, wurde 30 min bei 37oC leicht schu¨ttelnd inkubiert. Nach anschließender
Zentrifugation (5 min bei 1200 UpM) wurde der U¨berstand vorsichtig abgesaugt und
das Zellpellet zuna¨chst in Keratinozytenmedium (KGM, Cellsystems) resuspendiert
und in eine Zellkulturflasche ausgesa¨t. Im Keratinozytenmedium ist EGF enthalten,
wodurch Melanozyten adherent werden und mitisolierte Keratinozyten in Suspensi-
on bleiben. Diese wurden beim na¨chsten Mediumwechsel entfernt.
Nach 24h erfolgte ein Mediumwechsel auf Melanozytenmedium (MGM-3, Cellsy-
stems).
2.4.3 Transiente Transfektion
Transfektion ist die generelle Bezeichnung fu¨r Verfahren zur Einschleusung von DNA
in ho¨here Zellen.
Von transienter Transfektion spricht man, wenn die in die Wirtszellen eingeschleus-
ten Gene nur voru¨bergehend vorhanden sind und im Verlaufe weiterer Zellteilungen
wieder verloren gehen. Die eingeschleuste DNA wird nicht in das Chromosom der
Empfa¨ngerzelle eingebaut oder kann sich extrachromosomal nicht vermehren.
2.4.3.1 Transfektion mit Lipofektamin
Die transiente Transfektion der Melanomzelllinien erfolgte mit Lipofectamin Plus
Reagenz (Gibco BRL).
Es handelt sich hierbei um eine Transfektion mit kationischen Liposomen. Man
spricht auch von Lipofektion. Die Transfektion mit Liposomen wurde 1987 erstma-
lig beschrieben [131].
Die derzeit verwendeten Liposomen enthalten typischerweise einen Mix aus kationi-
schen und neutralen Lipiden. Die Formation des Transfektionskomplexes basiert auf
der Interaktion von positiv geladenen Liposomen mit den negativ geladenen Phos-
phatgruppen der Nucleinsa¨ure. Die Aufnahme des Liposom-DNA-Kompexes ist ein
durch Endozytose vermittelter Prozeß. Diese Methode ist inzwischen verbreiteter
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als die Transfektion mit CaPO4 oder DEAE-Dextran, weil sie bei a¨hnlich leichter
Anwendung ha¨ufig deutlich ho¨here Transfektionseffizienzen und eine bessere Repro-
duzierbarkeit liefert.
Ein Nachteil der Liposomen-vermittelten Transfektion ist die Anwesenheit von Se-
rum im Zellkulturmedium wa¨hrend der Transfektion, da die Transfektionseffizienz
dadurch oft verringert wird. Ein Weglassen des Serums bietet sich daher oft an,
wenn man mit Liposomen transfiziert. Hierbei geht man jedoch das Risiko einer
zunehmenden Zytotoxizita¨t der Liposomen ein [132].
Bei dieser sehr effizienten Transfektionsmethode sind bereits 0,5 µg Plasmid-DNA
ausreichend, um eine definierte Aussage u¨ber die Aktivita¨t des eingeschleusten Gens
machen zu ko¨nnen. Der Transfektionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:
1. Lipofectamin-Mix: 2,5 µl Lipofectamin
(je Well einer 6 Well-Platte) 17,5 µl DMEM ohne FKS
20 µl
2. DNA-Mix: 0,5 µg Plasmid-DNA
(je Well einer 6 Well-Platte) mit DMEM ohne FKS auf 17 µl auffu¨llen
0,2 µg pRL-TK
3 µl Lipofectamin plus
20 µl
Die beiden Teile des Transfektionsansatzes wurden getrennt vorbereitet, mit dem
Vortex gut durchmischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden
die Lo¨sungen miteinander vermischt und erneut 15 min bei Raumtemperatur inku-
biert. 40 µl der Mischung wurden anschließend je Well zu den Zellen (300000/Well)
gegeben und bei 37oC mit den Zellen inkubiert. Das Plasmid pRL-TK wurde zur
Messung der Transfektionseffizienz kotransfiziert.
4h nach dem Start der Transfektion wurden die Transfektionsreagenzien durch einen
Mediumwechsel entfernt. Die Zellen wurden nun fu¨r 12h bei 37oC mit dem Protein
MIA inkubiert. Ein Beispiel fu¨r einen Versuchsaufbau ist in Abb. 2.6 zu sehen.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Zellkulturmedium abgegossen, die Wells
vorsichtig mit H2O gespu¨lt und die Platte auf einem Papierhandtuch ausgeklopft und
in den Luciferase-Assay (siehe 2.7) eingesetzt.
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Abb. 2.6: Versuchsaufbau bei der Lipofectamin-Transfektion
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2.4.3.2 Effectene-Transfektion
Die Transfektion der prima¨ren humanen Melanozyten erfolgte mit Effectene (Qia-
gen).
Bei dieser Methode bildet sich zuna¨chst ein Enhancer-DNA-Komplex, in dem die
DNA bereits kondensiert wird. Die Micellenbildung durch das eigentliche Transfek-
tionsreagenz Effectene wird dadurch erleichtert. Der gesamte Transfektionskomplex
wird letztendlich durch Endozytose in die Zelle aufgenommen.
Diese Transfektionsmethode wurde bei der in vivo-Expressionklonierung eingesetzt
und in einer 24 Well-Platte durchgefu¨hrt.
1 µg Plasmid-DNA wurde mit 4 µl Enhancer in 60 µl EC-Buffer nach Vortexen
5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 5 µl Effectene wurde
der Transfektionsansatz erneut gut durchmischt und 5-10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Vor der Zugabe das Transfektionsansatzes zu den Zellen wurde das Me-
diumvolumen auf 700 µl reduziert.
Die Transfektionsreagenzien und die Zellen wurden u¨N bei 37oC inkubiert. Anschlie-
ßend erfolgte ein Mediumwechsel.
2.4.4 Luciferase-Assay
Fu¨r die Reportergen-Analysen wurde der Dual-LuciferaseTM Reporter Assay System
Kit (Promega) verwendet.
Die Zellen wurden in 6 Well-Platten (300000 Zellen pro Well) ausgesa¨t und mit Li-
pofectamin Plus transfiziert und mit MIA stimuliert wie unter 2.6 beschrieben. Zur
Ernte wurden die transfizierten Zellen mit Leitungswasser gespu¨lt und anschließend
30 min mit 300 µl Lysispuffer je Well bei Raumtemperatur inkubiert. Fu¨r die lumi-
nometrische Messung wurden 50 µl Zelllysat eingesetzt.
Durch die Menge an exprimierter Luciferase kann in diesem Assay-System auf die
Aktivita¨t des verwendeten Promoterkonstruktes nach Inkubation mit dem Protein
MIA geschlossen werden.
In einer zweistufigen Reaktion wird Luciferin durch Katalyse mit Luciferase sowie
unter Verbauch von ATP und Sauerstoff zu Oxyluciferin oxidiert. Bei dieser Reakti-
on werden Photonen im sichtbaren Spektralbereich abgestrahlt (Chemolumineszenz)
(siehe Abb. 2.7 ). Diese Lichtemission kann im Luminometer, in einemWellenla¨ngen-
bereich von 490-630 nm, gemessen werden [133]. Die Chemolumineszenz tritt sofort
zu Beginn der Reaktion auf und ist nur von sehr kurzer Dauer. Nach einer Minute
kann nur noch 10% der Anfangsaktivita¨t gemessen werden.
Zur Messung der Transfektionseffizienz wird beim Dualen Luciferase-System ein wei-
teres Luciferase-Enzym, die
”
Renilla-Luciferase“, verwendet. Die Chemolumineszenz
entsteht durch die Reaktion von Coelenterazin mit Sauerstoff durch die Katalyse von
Renilla-Luciferase.
Beide Enzyme, Luciferin und Renilla-Luciferase, sind getrennt meßbar.
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O2 Luciferin Oxyluciferin CO2
ATP AMP PPi
Firefly-Luciferase
+ +
+
Licht 562nm
Abb. 2.7: Chemilumineszenzreaktion
2.4.5 in vivo-Expressionsklonierung (ivEc)
Melanom-cDNA-Expressionsbanken, in denen die cDNAs hinter einen viralen CMV-
Promoter kloniert sind, wurden mittels
”
Mass Excision“ aus Phagen-cDNA-Expres-
sionsbanken generiert (vgl. auch Abb. 2.8).
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Abb. 2.8: Mass Excision zur Generierung einer Melanom-cDNA- Expressions-
bank
Dazu wurde eine XL-1 Blue-Bakterienkultur durch Zugabe von 0,2% (w/v) Malto-
se und 10 mM MgSO4 und Inkubation u¨N bei 37
oC kompetent gemacht. Außerdem
wurde eine u¨N-Kultur des Bakterienstammes XLOLR angelegt. Beide Bakteriensus-
pensionen wurden 25 min bei 2200 UpM in einer Ku¨hlzentrifuge (4oC) zentrifugiert.
Die Pellets wurden in 10 mM MgSO4 resuspendiert und auf eine OD600 = 1,0 ein-
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gestellt, was 8x108 Zellen/ml entsprach[119].
100 µl einer 1:8-Verdu¨nnung der XL-1 Blue-Bakterienkultur (OD600 = 1,0) wurden
mit 10 µl des cDNA-Expressionsbank-tragenden Phagen und 10 µl des Ex-AssistTM
Interference-Resistant Helper Phagen (Stratagene) infiziert und 15 min bei 37oC in
einem 15 ml-Falcon-Ro¨hrchen inkubiert. Nach der Zugabe von 10 ml LB-Medium
folgte eine Inkubation von 2,5 bis 3 Stunden schu¨ttelnd bei 37oC. Anschließend
folgte ein Hitzeschock von 20 min bei 65 bis 70oC im Wasserbad, dann eine Zen-
trifugation von 10 min bei 2000 UpM. Der U¨berstand wurde in ein neues steriles
15 ml-Falcon-Gefa¨ß transferiert. 20 µl dieses U¨berstandes wurden mit 500 µl der
XLOLR-Bakteriensuspension (OD600 = 1,0) 15 min bei 37
oC inkubiert. Mit der
Ha¨lfte dieses Ansatzes wurden 50 ml LB/Kan-Medium als Midipra¨paration (2.2.3.2)
angeimpft.
Die auf diese Weise generierten Melanom-cDNA-Expressionsbanken wurden in pri-
ma¨re humane Melanozyten transfiziert. Die Transfektion erfolgte mit Effectene (sie-
he 2.4.3.2) in 24 Well-Platten mit 50000 Zellen pro Well. Der Zellkulturu¨berstand
jedes Wells wurde nach 3 Tagen mittels MIA-ELISA auf die MIA-Expression unter-
sucht (siehe 2.4.6). Aus den Wells, in denen MIA detektiert werden konnte, wurde
die Plasmid-DNA nach Hirt (siehe 2.2.4) isoliert, in XL-1 Blue-Bakterien transfor-
miert (siehe 2.2.2.2) und davon Midipra¨parationen (siehe 2.2.3.2) angefertigt. Diese
Plasmidpra¨parationen wurden erneut in prima¨re humane Melanozyten transfiziert
und der Versuch zweimal wiederholt, um Einzelplasmide zu erhalten.
2.4.6 MIA-ELISA
Das Protein MIA kann spezifisch und quantitativ mit einem ELISA (Enzym-Linked
Immuno Sorbent Assay, Roche) im Zellkulturu¨berstand nachgewiesen werden. Dabei
wird das Protein gleichzeitig an einen Biotin-gekoppelten und an einen Peroxidase
(POD) konjugierten Antiko¨rper gebunden.Dieser Komplex bindet u¨ber den Biotin-
markierten Antiko¨rper an eine Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte (vgl. Abb.
2.9).
40 µl des Zellkulturu¨berstandes der ivEc-Transfektion (siehe 2.4.5) wurden mit 160
µl des Anti-MIA-Biotin/Anti-MIA-POD-Gemisches (1:1) 1,5h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach mehreren Waschschritten kann die POD mit Hilfe eines ABTSr
-Substrates photometrisch detektiert und ausgewertet werden.
Der Meßbereich dieser Methode liegt bei 1 bis 5 ng/ml.
Streptavidin-
beschichtete 
Mikrotiterplatte
Anti-MIA-
Biotin
MIA-Probe/
Standard 
ABTS 
Substrat
Anti-MIA-POD,
Fab-Fragmente
R
Abb. 2.9: Testprinzip des MIA-ELISA (aus [134]).
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2.4.7 Immunfluoreszenz
Immunfluoreszenzversuche wurden zur spezifischen Detektion von NFκB p50 und
NFκB p65 in kultivierten Zellen genutzt.
Melanomzellen (Mel Im) wurden auf Objekttra¨gern mit Mediumkammern (Lab-Tek)
ausgesa¨t, kultiviert und zeitabha¨ngig mit dem Protein MIA (100ng/ml Zellkultur-
medium) inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in eiskaltem Aceton
20 Minuten bei -20oC fixiert. Nach Pufferung in PBS wurden unspezifische Bin-
dungsstellen durch Inkubation in PBS/5% (w/v) BSA (1h/RT) abgesa¨ttigt. Nach
zweimaligen Waschen mit PBS wurden die Zellen mit dem spezifischen Prima¨ran-
tiko¨rper, verdu¨nnt in PBS/5% (w/v) BSA, 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Pra¨parat wurde dreimal in PBS gewaschen und der gebundene Antiko¨rper durch
einen in PBS/5% (w/v) BSA verdu¨nnten FITC- bzw. TRITC-konjugierten und
Spezies-spezifischen Sekunda¨rantiko¨rper detektiert (Antiko¨rper siehe Tab. 2.1.6).
Die Zellen wurden dreimal in PBS gewaschen und die Zellkerne mit DAPI in einem
Antibleichmittel (2,5 µg/ml DAPI in 1 ml Vectorshield (Vecta)) gegengefa¨rbt.
Als Negativkontrolle dienten Zellen, die nur mit dem Fluoreszenz-markierten Zweit-
antiko¨rper behandelt wurden. Visualisierung und Dokumentation der Fluoreszenz-
signale erfolgten mittels Fluoreszenzmikroskopie und digitaler Bildaufnahme (siehe
2.4.8).
2.4.8 Fluoreszenzmikroskopie und digitale Bildaufnahme
Die Visualisierung von roten, gru¨nen und blauen Fluoreszenzsignalen in Immun-
fluoreszenz-Versuchen erfogte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan),
welches mit ada¨quaten Objektiven und einem speziellen Fluoreszenz-Filtersatz (Chro-
ma Tech., 81-000) ausgestattet ist. Fu¨r Bildaufnahmen wurde jeder der drei Fluo-
reszenzfarbstoffe durch einen gemeinsamen Strahlenverteiler (
”
beam splitter“) und
Sperrfilter (
”
emitter“) sowie einem eigenen Anregungsfilter (
”
exciter“, siehe Tab.
2.6) detektiert.
Die simultane Anregung mehrerer Fluorochrome erfolgte mit Doppel- band- und Tri-
pelbandanregungsfilter und wurde ledigleich zur mikroskopischen, nicht jedoch zur
bildgebenden Darstellung eingesetzt. Die Anregungsfilter sind in einem computer-
gesteuerten Filterrad (Ludl) integriert und wurden vom Benutzer u¨ber die Rechner-
tastatur angesteuert.
Die digitale Bilderfassung erfolgte u¨ber eine rechnergesteuerte geku¨hlte hochauflo¨sen-
de CCD-Kamera (KAF1400, Photometrics) mit einer maximalen Auflo¨sung von
1300x1000 Bildpunkten und einer Farbtiefe von 256 Graustufen. Die 8 bit-Bilddaten
werden u¨ber eine Schnittstelle an den Rechner (Powermacintosh 8100/80 AV, Apple)
geleitet, dort von einer speziellen Software in den gewu¨nschten Frabkanal transfe-
riert und als Komposit-Echtfarbenbild (24 bit Frabtiefe) auf dem Computermonitor
abgebildet. Die Bildaufnahme-Software (Smart Capture V.2.1.c, IPLab-Spectrum
V.3.1, Signal Analysis) koordiniert dabei die Filterradsteuerung mit der Bildaufnah-
me durch die Kamera und ermo¨glicht die digitale Archivierung der Bilddaten auf
zip-Disketten (iomega; Kapazita¨t 100MB) durch ein peripheres zip-Laufwerk (iome-
ga). Die dokumentierten Fluoreszenzbilder wurden zum Zwecke der weitergehenden
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Filter- Filter- angeregtes Anregungs- Emissions- Fluoreszenz-
position Typ Fluorochrom maximum maximum des farbe
[nm] Fluorochroms
[nm]
1 geschlossen keins 0 0 keine
2* Einzelband- TRITC 570 630 Rot
anregung
3* Einzelband- FITC 490 535 Gru¨n
anregung
4* Einzelband- DAPI 360 460 Blau
anregung
5 Doppelband- TRITC 570 630 Rot
anregung FITC 490 535 Gru¨n
6 Tripelband- TRITC 570 630 Rot
anregung FITC 490 535 Gru¨n
DAPI 360 460 Blau
Tab. 2.6: Verwendete Anregungsfilter in der Fluoreszenzmikroskopie. Zur digita-
len Bildaufnahme wurden ausschließlich die mit (*) markierten Einzelbandanregungsfilter
verwendet.
Analyse und Ergebnisdarstellung in spezielle Datenformate konvertiert.
Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Interaktionspartner des Proteins MIA
MIA ist ein kleines, von Melanomzellen sezerniertes Protein, das an die Extrazellu-
larmatrixproteine Fibronektin und Laminin bindet [114]. Dadurch werden die Bin-
destellen fu¨r die auf der Zelloberfla¨che befindlichen Integrine maskiert. Detachment
und Migration von Melanomzellen sind die Folge.
Ein Ziel dieser Arbeit ist die Suche nach weiteren Interaktionspartnern von MIA.
Es ist denkbar, daß es noch weitere Interaktionspartner gibt, die verwendet werden
ko¨nnten, um MIA abzufangen, so daß die Zellen wieder adherieren ko¨nnen. Die Me-
tastasierung des malignen Melanoms ko¨nnte auf diese Weise verhindert werden.
Mit der Methode des Phage Displays (siehe 2.2.13) wurde eine umfangreiche Biblio-
thek zufa¨lliger 12mer-Peptid-Sequenzen zur Identifizierung von Interaktionspartnern
des Proteins MIA gescreent.
30 Peptide dieser Bibliothek wurden isoliert, sequenziert und im ELISA-Test als
MIA-interagierend identifiziert. Tab. 3.1 zeigt die den einzelnen Klonen entsprechen-
den Sequenzen, die durch die pfu (
”
plaque forming unit“) wiedergegebene Konzen-
tration der Phagen sowie die im ELISA-Test erhaltenen Absorptionen verschiedener
Verdu¨nnungen der Phagensuspensionen (1 - 1:40; 2 - 1:200; 3 - 1:2000) bei einer
Wellenla¨nge von 405-415nm. Als Negativkontrolle wurde der Klon A42 verwendet,
von dem durch Sequenzierung bekannt war, daß er kein Insert trug. Die Absorpti-
onswerte zwischen den einzelnen Klonen schwanken teilweise sehr stark, was durch
eine unterschiedlich starke Bindungsaffinita¨t, von den Peptiden an MIA, verursacht
sein ko¨nnte. Die Klone A48, B42 und B46 weisen nur in den Verdu¨nnungen 1:40 und
1:200 eine Bindung an MIA auf.
MIA interagiert mit den Extrazellularmatrixproteinen Fibronektin und Laminin.
Die Peptide wurden im Programm DNAMAN auf ihre Homologien mit Fibronektin
und Laminin-α5 u¨berpru¨ft. Die Peptide sollen sich in den Sequenzen von Fibronek-
tin und Laminin wiederfinden, um zu zeigen, daß MIA u¨ber diese Doma¨nen mit mit
Fibronektin bzw. Laminin interagiert.
Tab. 3.2 und Abb.3.1 zeigen, an welcher Stelle die einzelnen Peptide im Fibro-
nektin Homologien zeigen. Durch die prozentuale Angabe der Homologie und der
Identita¨t, bezu¨glich des Peptids, geht hervor, wie gut das Peptid an dieser Stelle
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Klon Sequenz pfu (x 1010) 1 2 3
A41 RLTLLVLIMPAP 3,44 1,64 1,96 1,25
A45 TFLPHQMHPWPP 1,40 2,01 1,30 1,25
A46 TSASTRPELHYP 3,32 1,34 1,30 1,25
A48 VSNYKFYSTTSS 1,64 2,07 2,09 0,69
B42 LLRTTETLPMFL 1,12 1,81 1,78 0,69
B46 YNLPKVSSNLSP 1,44 2,09 1,48 0,69
0500-1 VSRHQSWHPHDL 1,72 2,82 5,09 4,81
0500-3 HLNILSTLWKYR 0,68 9,10 8,70 13,31
0500-4 TSASTRPELHYP 2,92 1,87 2,13 1,81
0500-8 HNASPSWGSPVM 4,28 1,88 3,00 1,56
0500-9 SHPWNAQRELSV 6,20 2,27 2,61 4,13
0500-11 HHWPFWRTLPLS 7,52 13,94 27,20 13,10
0500-12 WHTKFLPRYLPS 3,34 11,71 31,50 27,80
0500-13 NNTSFTVVPSVP 2,24 16,86 30,80 29,60
0500-14 SHLSTWKWWQNR 4,80 16,54 19,80 26,90
0500-15 FHWHPRLWPLPS 2,40 15,23 26,60 27,40
0500-18 WHWTYGWRPPAM 0,72 16,54 31,00 32,40
0500-19 FHWRYPLPLPGQ 20,80 16,60 14,40 9,80
0500-20 WHWPLFIPNTTA 4,52 8,06 22,70 23,80
0500-23 WHNGIWWHYGVR 1,44 13,06 26,60 25,80
0500-24 HHLNYLWPWTRV 1,28 10,94 23,20 25,70
0500-25 FWHRWSTFPEQP 1,28 12,91 28,90 29,10
0500-26 WHMSYFWTRPPQ 0,92 13,83 26,70 27,70
0500-30 WHKNTNWPWRTL 1,84 11,29 20,60 1,20
leer (A42) LFAIPLVVPFYSH 2,80 1,00 1,00 1,00
Tab. 3.1: ELISA-Test der isolierten und sequenzierten Klone. Alle Peptide erwiesen
sich als MIA-interagierend. A42 ist ein Klon, der kein Insert tra¨gt und als Negativkontrolle
verwendet wurde. Die Phagensuspensionen wurden im ELISA-Test in 200µl TBS verdu¨nnt
eingesetzt: 1 - 1:40; 2 - 1:200; 3 - 1:2000. Die photometrische Messung erfolgte bei 405-
415nm.
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widergespiegelt wird. Aus diesen Darstellungen geht hervor, daß ausschließlich Stel-
len im Fibronektin-Doma¨nenstruktur Typ III homolog zu den Peptiden sind. In den
Fibronektin-Typ III-Doma¨nen 1, 2, 3, 4, 9, 15 sind jeweils 3 Peptide homolog, jeweils
2 Peptide in den Fibronektin-Typ III-Doma¨nen 8, 11, 13 und jeweils 1 Peptid in den
Fibronektin-Typ III-Doma¨nen 5, 6, 7, 10, 12. 4 Peptidhomologien befinden sich in
der Precursor-Region. 6 Peptide finden sich in der CS-3 (V-Region) wieder. Die-
se Daten wurden durch Alignment-Untersuchungen mit dem Programm DNAMAN
erhalten. Einige Peptide wurden bei diesen Untersuchungen durch das Programm
gesplittet. Fu¨r diese Peptide ist in Tab. 3.2 in Klammern angegeben, wieviele Ami-
nosa¨uren des Peptids in den Prozentwert einfließen.
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Abb. 3.1: Darstellung der Fibronektindoma¨nen-Homologien der Peptide. Es
ist die prozentuale Fibronektin-Identita¨t bezu¨glich des Peptids dargestellt (ein Punkt
entspricht ≈ 10%) und die Positionen im Fibronektin-Protein die einzelnen Peptide
Konsensus-Motive aufweisen.
Laminine sind heterotrimere Proteine, die einen Einfluß auf multiple biologische
Funktionen durch Interaktion mit anderen Matrixproteinen und Zelloberfla¨chen-
Rezeptoren ausu¨ben. Die Laminin-Familie entha¨lt 11 Ketten (fu¨nf α-, drei β- und
drei γ-Ketten) [135]. Die neuentdeckte α5-Kette ist das bekannteste und am sta¨rk-
sten exprimierte Mitglied der Laminin-α-Ketten-Familie [136, 137].
In Tab. 3.3 und Abb. 3.2 sind die Stellen im Laminin-α5 dargestellt, die durch die
Peptide widergespiegelt werden. Hieraus ist ersichtlich, daß eine Ha¨ufung im Bereich
der
”
G-repeat“-Doma¨nen auftritt. Die G1- und die G3-Doma¨ne werden von jeweils 4
Peptiden wiedergespiegelt, die G2- und die
”
coiled coil“-Doma¨ne von jeweils 3 Pep-
tiden, die G4-Doma¨ne von 12 Peptiden und die G5-Doma¨ne von 6 Peptiden. Diese
Daten wurden durch Alignment-Untersuchungen mit dem Programm DNAMAN
erhalten. Einige Peptide wurden bei diesen Untersuchungen durch das Programm
gesplittet. Fu¨r diese Peptide ist in Tab. 3.3 in Klammern angegeben, wieviele Ami-
nosa¨uren des Peptids in den Prozentwert einfließen.
Die Peptide wurden nicht nur einzeln betrachtet und ausgewertet, sondern auch
untereinander auf mo¨gliche Konsensus-Motive untersucht.
Aus Tab. 3.4 geht hervor, daß 2 von 30 Peptidsequenzen zu 100% identisch sind
(A46 und 0500-4), es jeweils 3 Peptid-Paare gibt, bei denen 4 bzw. 5 Aminosa¨uren
eine Konsensus-Sequenz bilden und 9 Paare mit 3 identischen Aminosa¨uren.
Jeweils 2 Peptide weisen 5er Konsensus-Sequenzen (TXXTXXPSV, SPSXXXPV,
HXNXXWPW - wobei X eine beliebige Aminosa¨ure ist) auf. Dabei bilden jeweils
3 Aminosa¨uren ein zusammenha¨ngendes Triplett, die beiden anderen zum Motiv
66 KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Klon Sequenz Homologie Identita¨t Fibronektin Fibronektin-
[%] [%] passende Stelle Doma¨ne
(bezu¨gl. Peptid) (bezu¨gl. Peptid)
A41 RLTLLVLIMPAP 58,3 33,3 2155-2166 Typ III 7
A43 QLNVNHQARADQ 66,7 33,3 2208-2219 Fibrin-Bindung 2
A44 TPLTKLPSVNHP 83,3 41,7 2014-2025 CS-3 (V Region)
A45 TFLPHQMHPWPP 75,0 41,7 2066-2077 CS-3 (V Region)
A46 TSASTRPELHYP 71,4 (7) 57,1 (7) 804-810 Typ III 2
60,0 (5) 60,0 (5) 854-858 Typ III 3
A48 VSNYKFYSTTSS 66,7 41,7 1905-1916 Typ III 15
B41 ANIDATPLFLRA 75,0 (4) 75,0 (4) 1629-1632 Typ III 11
62,5 (8) 50,0 (8) 1732-1739 Typ III 13; HB 2
B42 LLRTTETLPMFL 41,7 41,7 1907-1918 Typ III 15 ; HB 2
B46 YNLPKVSSNLSP 58,3 41,7 1164-1175 Typ III 6 ; DNA-Bindung
A2 SVAMKAHKPLLP 50,0 50,0 1309-1329 Typ III 8; Zellattachment
A5 NTIPGFASKSLD 60,0 (5) 40,0 (5) 001-005 Precursor
85,7 (7) 57,1 (7) 24-30 Precursor
B1 MPPTQVSKFRLI 58,3 41,7 1653-1664 Typ III 12
B2 VPHIPPNSMALT 66,7 58,3 1405-1416 Typ III 9; Zellattachment
B3 ALSPSQXXPVRS 57,1 (7) 42,8 (7) 616-623 Typ III 1
75,0 (4) 75,0 (4) 704-707 Typ III 2
B4 VLASQIATTPSP 66,7 41,7 010-021 Precursor
0500-1 VSRHQSWHPHDL 60,0 (3) 60,0 (3) 1407-1409 Typ III 9; Zellattachment
55,6 (9) 44,4 (9) 1445-1453 Typ III 10; Zellattachment
0500-3 HLNILSTLWKYR 66,7 33,3 2009-2018 CS-3 (V Region)
0500-4 TSASTRPELHYP 71,4 (7) 57,1 (7) 804-810 Typ III 2
60,0 (5) 60,0 (5) 854-858 Typ III 3
0500-8 HNASPSWGSPVM 62,5 (8) 50,0 (8) 17-24 Precursor
100 (4) 75,0 (4) 40-43 keine Angabe
0500-9 SHPWNAQRELSV 58,3 33,3 2373-2384 Phosphorylierung
0500-11 HHWPFWRTLPLS 58,3 33,3 2052-2063 CS-3 (V Region)
0500-12 WHTKFLPRYLPS 58,3 50,0 1293-1304 Typ III 8; Zellattachment
0500-13 NNTSFTVVPSVP 58,3 41,7 1369-1380 Typ III 9; Zellattachment
0500-14 SHLSTWKWWQNR 58,3 33,3 1917-1928 Typ III 15 ; HB 2
0500-15 FHWHPRLWPLPS 41,7 33,3 2098-2109 CS-3 (V Region)
0500-18 WHWTYGWRPPAM 66,7 33,3 920-931 Typ III 4; DNA-Bindung
0500-19 FHWRYPLPLPGQ 66,7 41,7 980-991 Typ III 4; DNA-Bindung
0500-20 WHWPLFIPNTTA 75,0 33,3 2099-2110 CS-3 (V Region)
0500-23 WHNGIWWHYGVR 58,3 33,3 1743-1754 Typ III 13; HB 2
0500-24 HHLNYLWPWTRV 66,7 33,3 1412-1421 Typ III 9; Zellattachment
0500-25 FWHRWSTFPEQP 83,3 (6) 50(6) 826-831 Typ III 3
100 (4) 75(4) 927-930 Typ III 4
100 (2) 100(2) 1037-1038 Typ III 5
0500-26 WHMSYFWTRPPQ 50,0 (10) 25(10) 596-605 Typ III 1
100 (2) 100(2) 632-633 Typ III 1
0500-30 WHKNTNWPWRTL 50,0 33,3 1576-1587 Typ III 11
Tab. 3.2: Homologien der Peptide zu Fibronektin-Doma¨nen. Der Prozentsatz gibt
an, wie hoch die Homologie bzw. die Identita¨t bezu¨glich des Peptids ist. Diese Daten
wurden durch Alignment-Untersuchungen mit dem Programm DNAMAN erhalten. Die
in Klammern stehenden Angaben geben die Anzahl der Aminosa¨uren an, die in das Ali-
gnment einbezogen wurden, wenn Peptide durch das Programm gesplittet wurden.
Durch die Fibronektin-Doma¨ne wird die Stelle innerhalb des Fibronektin-Proteins wieder-
gegeben, an der sich die Peptide in der Sequenz wiederfinden. Angegeben sind hier die
Aminosa¨ure-Positionen.
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Klon Sequenz Homologie Identita¨t Laminin-α5- Laminin-α5-
[%] [%] passende Stelle Doma¨ne
(bezu¨gl. Peptid) (bezu¨gl. Peptid)
A41 RLTLLVLIMPAP 75,0 41,7 1442-1453 G-like 4
A43 QLNVNHQARADQ 66,7 41,7 1386-1397 G-like 4
A44 TPLTKLPSVNHP 57,1 (7) 42,8 (7) 1193-1199 G-like 3
60 (5) 60 (5) 1233-1238 G-like 4
A45 TFLPHQMHPWPP 58,3 41,7 1597-1608 G-like 5
A46 TSASTRPELHYP 58,3 41,7 385-396 coiled coil
A48 VSNYKFYSTTSS 50,0 41,7 859-870 G-like 1
B41 ANIDATPLFLRA 66,7 41,7 1062-1073 G-like 3
B42 LLRTTETLPMFL 58,3 41,7 1282-1293 G-like 4
B46 YNLPKVSSNLSP 58,3 33,3 1487-1498 G-like 5
A2 SVAMKAHKPLLP 50,0 33,3 1585-1594 poly-Alanin
A5 NTIPGFASKSLD 60 (5) 40(5) 719-723; G-like 1
71,4(7) 71,4(7) 777-783 G-like 2
B1 MPPTQVSKFRLI 66,7 41,7 382-393 coiled coil
B2 VPHIPPNSMALT 58,3 50 961-972 G-like 2
B3 ALSPSQXXPVRS 58,3 50 660-671 Doma¨ne 2 und 1
B4 VLASQIATTPSP 58,3 41,7 1619-1630 G-like 5
0500-1 VSRHQSWHPHDL 50,0 41,7 691-702 Doma¨ne 2 und 1
0500-3 HLNILSTLWKYR 41,7 41,7 1103-1114 G-like 3
0500-4 TSASTRPELHYP 58,3 41,7 385-396 coiled coil
0500-8 HNASPSWGSPVM 66,7 33,3 1633-1644 G-like 5
0500-9 SHPWNAQRELSV 50,0 41,7 1378-1389 G-like 4
0500-11 HHWPFWRTLPLS 66,7 41,7 1413-1424 G-like 4
0500-12 WHTKFLPRYLPS 75,0 33,3 1413-1424 G-like 4
0500-13 NNTSFTVVPSVP 66,7 33,3 496-507 coiled coil
0500-14 SHLSTWKWWQNR 58,3 33,3 1374-1385 G-like 4
0500-15 FHWHPRLWPLPS 83,3 41,7 1076-1087 G-like 3
0500-18 WHWTYGWRPPAM 41,7 33,3 869-880 G-like 1
0500-19 FHWRYPLPLPGQ 58,3 50,0 713-724 G-like 1
0500-20 WHWPLFIPNTTA 58,3 33,3 1446-1457 G-like 4
0500-23 WHNGIWWHYGVR 50,0 33,3 1369-1380 G-like 4
0500-24 HHLNYLWPWTRV 75,0 33,3 1445-1456 G-like 4
0500-25 FWHRWSTFPEQP 70 (10) 25(10) 1373-1382 G-like 4
100(2) 100(2) 1412-1413 G-like 5
0500-26 WHMSYFWTRPPQ 75,0 33,3 1537-1548 G-like 5
0500-30 WHKNTNWPWRTL 50,0 41,7 880-891 G-like 2
Tab. 3.3: Homologien der Peptide zu Laminin-α5-Doma¨nen. Der Prozentsatz gibt
an, wie hoch die Homologie bzw. die Identita¨t bezu¨glich des Peptids ist. Diese Daten
wurden durch Alignment-Untersuchungen mit dem Programm DNAMAN erhalten. Die in
Klammern stehenden Angaben geben die Anzahl der Aminosa¨uren an, die in das Aligne-
ment einbezogen wurden, wenn Peptide durch das Programm gesplittet wurden.
Durch die Laminin-α5-Position wird die Stelle innerhalb des Laminin-α5-Proteins wieder-
gegeben, an der sich die Peptide in der Sequenz wiederfinden. Angegeben sind hier die
Aminosa¨ure-Positionen.
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Klon Sequenz n = 12
A46 TSASTRPELHYP T S A S T R P E L H Y P
0500-4 TSASTRPELHYP T S A S T R P E L H Y P
Klon Sequenz n = 5
A44 TPLTKLPSVNHP T P L T K L P S V N H P
0500-13 NNTSFTVVPSVP N N T S F T V V P S V P
B3 ALSPSQXXPVRS A L S P S Q X X P V R S
0500-8 HNASPSWGSPVM H N A S P S W G S P V M
0500-24 HHLNYLWPWTRV H H L N Y L W P W T R V
0500-30 WHKNTNWPWRTL W H K N T N W P W R T L
Klon Sequenz n = 4
0500-11 HHWPFWRTLPLS H H W P F W R T L P L S
0500-30 WHKNTNWPWRTL W H K N T N W P W R T L
0500-3 HLNILSTLWKYR H L N I L S T L W K Y R
0500-24 HHLNYLWPWTRV H H L N Y L W P W T R V
0500-15 FHWHPRLWPLPS F H W H P R L W P L P S
0500-19 FHWRYPLPLPGQ F H W R Y P L P L P G Q
Klon Sequenz n = 3
A43 QLNVNHQARADQ Q L N V N H Q A R A D Q
A44 TPLTKLPSVNHP T P L T K L P S V N H P
A44 TPLTKLPSVNHP T P L T K L P S V N H P
B41 ANIDATPLFLRA A N I D A T P L F L R A
A44 TPLTKLPSVNHP T P L T K L P S V N H P
0500-12 WHTKFLPRYLPS W H T K F L P R Y L P S
0500-15 FHWHPRLWPLPS F H W H P R L W P L P S
A45 TFLPHQMHPWPP T F L P H Q M H P W P P
0500-12 WHTKFLPRYLPS W H T K F L P R Y L P S
A46 TSASTRPELHYP T S A S T R P E L H Y P
0500-4 TSASTRPELHYP T S A S T R P E L H Y P
0500-26 WHMSYFWTRPPQ W H M S Y F W T R P P Q
B42 LLRTTETLPMFL L L R T T E T L P M F L
0500-11 HHWPFWRTLPLS H H W P F W R T L P L S
0500-11 HHWPFWRTLPLS H H W P F W R T L P L S
0500-20 WHWPLFIPNTTA W H W P L F I P N T T A
0500-18 WHWTYGWRPPAM W H W T Y G W R P P A M
0500-20 WHWPLFIPNTTA W H W P L F I P N T T A
0500-18 WHWTYGWRPPAM W H W T Y G W R P P A M
0500-26 WHMSYFWTRPPQ W H M S Y F W T R P P Q
Tab. 3.4: Konsensus-Motive der gescreenten Peptide. Die Zahl n gibt an, wieviele
Aminosa¨uren jeweils zwischen den Peptiden identisch sind. Die identischen Aminosa¨uren
sind durch Fettdruck deutlich hervorgehoben.
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Abb. 3.2: Darstellung der Laminin-α5-Doma¨nen-Homologien der Peptide. A:
Schematische Darstellung von Laminin. Die Laminin-Familie entha¨lt 11 Ketten (fu¨nf α-
, drei β- und drei γ-Ketten) [135]. B: Strukturelles Motiv der Laminin-α5-Untereinheit
[136]. Es ist die prozentuale Laminin-α5-Identita¨t bezu¨glich des Peptids dargestellt (ein
Punkt entspricht ≈ 10%) und die Positionen im Laminin-α5-Protein die einzelnen Peptide
Konsensus-Motive aufweisen.
geho¨renden Aminosa¨uren sind mindestens 2 Aminosa¨uren vom Triplett entfernt. Je-
de der 5er Konsensus-Sequenzen entha¨lt mindestens ein Prolin.
Ebenfalls jeweils 2 Peptide weisen 4er (WRTL, HLNXL, FHWXXXL - wobei X
eine beliebige Aminosa¨ure ist) auf. Dabei bilden jeweils 3 Aminosa¨uren ein zusam-
menha¨ngendes Triplett. Die vierte zum Motiv geho¨rende Aminosa¨ure schließt sich
entweder unmittelbar an das Triplett an oder ist durch eine bzw. drei Aminosa¨uren
vom Triplett getrennt. Die 4er Konsensus-Sequenzen enthalten jeweils mindestens
ein Leucin, aber kein Prolin.
Die 3er Konsensus-Sequenzen werden von 2 (VHN, TPL, LPS, FLP, TLP, HWP,
WHW, RPP) bzw. 3 Peptiden (TRP) gebildet. Diese Motive sind zusammenha¨ngend.
7 von 9 haben mindestens ein Prolin und 4 von 9 weisen eine Kombination der Ami-
nosa¨uren Leucin und Prolin auf.
Die Auswertung der Konsensus-Sequenzen mit der NCBI/NIH- [192] und der eMOTIF-
Datenbank [194] stellte sich fu¨r die aus 3, 4 und 5 Aminosa¨uren bestehenden Motive
als sehr schwierig heraus. Diese Konsensus-Motive waren fu¨r die Datenbanken zu
kurz, um Homologien zu bekannten Proteinen zu finden. Fu¨r die Peptidsequenz des
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identischen Paares (n = 12), TSASTRPELHYP, wurde in der Proteindatenbank des
NCBI/NIH [192] eine Homologie zum Glypican-1-Vorla¨uferprotein gefunden.
Glypicane sind eine Familie von Heparansulfat-Proteoglycanen, die durch einen Gly-
cosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker mit der Zelloberfla¨che verbunden sind (siehe
Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Schematische Darstellung von Glypicanen [144].
GAG - Glycosaminglycan-Ketten; GPI - Glycosylphosphatidylinositol -Anker. Die Gro¨ße
des Core-Protens ist in allen bisher identifizierten Glypicanen a¨hnlich (60-70 kDa). Alle
Mitglieder der Glypican-Familie tragen am N-Terminus ein sekretorisches Signalpeptid
und eine hydrophobe Doma¨ne, die fu¨r die Addition des GPI-Ankers an den C-Terminus
notwendig ist [144].
In Abb. 3.4 ist zu sehen, daß an Position 529-540 des Glypican-1-Vorla¨uferproteins
8 von 12 Aminosa¨uren homolog und 4 von 12 Aminosa¨uren identisch sind. Die
U¨bereinstimmung befindet sich im Bereich der Sequenz des Proproteins.
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Abb. 3.4: Vergleich der Sequenz des Peptides A46/0500-4 mit dem Glypican-
1-Vorla¨uferprotein. 4 der 12 Aminosa¨uren (durch Fettdruck hervorgehoben) sind an
Position 529-540 des Glypican-1-Vorla¨uferproteins identisch. Die Position 531-558 ist als
Propeptidsequenz bekannt, die im reifen Protein abgespalten ist.
Durch die
”
U¨bersetzung“ der einzelnen Aminosa¨uren der Peptide in apolar (a), po-
lar ungeladen (pu), polar geladen (pg) und einen Sequenzvergleich auf dieser Ebene
wurden neue Konsensus-Motive erhalten (siehe Anhang C). Die Auswertung erfolg-
te mit einem von Dr. Jo¨rg Breibach eigens dafu¨r geschriebenen Programm (siehe
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Anhang B). Es wurden ein 12er Motiv, zwei 8er Motive, sieben 7er Motive, fu¨nfzehn
6er Motive, zwo¨lf 5er Motive und achtzehn 4er Motive erhalten (siehe Tab. 3.5). Fu¨r
Konsensus-Sequenzen mit 5 homologen Aminosa¨uren wurden nur Motive beru¨cksich-
tigt, die ≥ 3 Peptide gemeinsam haben, bei 4 homologen Aminosa¨uren ≥ 4 Peptide.
Die Tabelle 3.5 la¨ßt erkennen, daß mit abnehmender Anzahl der homologen Ami-
nosa¨uren die Anzahl der Motiv-bildenden Peptide deutlich steigt. Ferner kann man
entnehmen, wie sich die Zusammensetzung der Konsensus-Sequenzen vera¨ndert. Das
12er Motiv sowie alle 8er und 7er Motive enthalten apolare, polar ungeladene und
polar geladene Aminosa¨uren. Die 6er Motive werden aus folgenden Kombinationen
gebildet:
3 Motive mit der Kombination apolar-polar geladen
7 Motive mit der Kombination apolar-polar ungeladen
5 Motive mit der Kombination apolar-polar geladen-polar ungeladen
Die 5er Motive werden aus folgenden Kombinationen gebildet:
1 Motiv ausschließlich aus apolaren Aminosa¨uren
1 Motive mit der Kombination apolar-polar geladen
6 Motive mit der Kombination apolar-polar ungeladen
4 Motive mit der Kombination apolar-polar geladen-polar ungeladen
Die 4er Motive werden aus folgenden Kombinationen gebildet:
1 Motiv ausschließlich aus apolaren Aminosa¨uren
3 Motive mit der Kombination apolar-polar geladen
10 Motive mit der Kombination apolar-polar ungeladen
4 Motive mit der Kombination apolar-polar geladen-polar ungeladen
3.2 MIA-regulierte Signalwege
Das Protein MIA bindet an Komponenten der Extrazellularmatrix und maskiert
somit die Bindestellen fu¨r die Integrine. Die Melanomzelle kann dadurch nicht mehr
adherieren. In vitro beobachtet man Migration, in vivo Metastasierung.
Normale, nicht entartete Zellen binden u¨ber die Integrinrezeptoren auf ihrer Zello-
berfla¨che an die Matrixproteine und adherieren.
Durch Integrine wird intrazellula¨r eine Vielzahl von verschiedenen Signalkaskaden
reguliert. Was geschieht mit den Signalwegen, wenn die Zelle aufgrund des Einflus-
ses von MIA nicht adheriert? Wie werden die verschiedenen Signalwege durch die
MIA-Interaktion reguliert?
Ein Ziel dieser Arbeit ist die Kla¨rung der Regulation von Transkriptionsfaktoren
und integrativen zellula¨ren Signalwegen, wie Phosphorylierung und Dephosphory-
lierung, z.B. durch Proteintyrosinkinasen und -phosphatasen, in Melanomzellen.
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n Motive Anzahl der
Peptide
12 pu pu a pu pu pg a pg a pg pu a 2
8 a a a a pg pu a a 2
pu a a pu pg a a pu 2
7 a pu pu a a pg pu 2
a a a pg pu a a 3
a pg a pu pu a a 2
pg a pu pu a a pg 2
pg pg a pu pu a a 2
pg a pu a a a a 2
pu a a a pg pu a 2
6 a a a pu pu a 3
a pu pu a a pu 2
pg a pu pu a a 3
a a a a a pu 4
a a a pg pu a 5
a a a a pu pg 2
a a pu pu a a 2
a pg a a a a 2
a pu pg pu a pg 2
pu pu a a pg a 2
a pg a pg pg a 2
pu a a a a a 4
pu pu a a a a 2
a a pu pu a pu 2
a a pg a a a 2
5 a pu a a a 4
a a a a a 6
pu a a a a 7
pg a a a a 6
pu a a a pg 3
a a pg pu a 6
pu pu a a pg 3
pu pu a a a 4
a a pu pu a 4
a a a pu pu 4
a pu pu a a 4
pg a pu pu a 5
4 a a a a 7
pu a a a 7
pu a pu a 4
a pg pu a 6
a a a pg 6
pu a pg a 4
pu pu a pu 5
a a pg pu 8
pu pu a a 9
pu a a pg 4
a a a pu 9
a pu pu a 7
a pg a a 4
a a pu pu 6
a a pu a 5
a pu a pu 4
pu a a pu 6
pg a a a 4
Tab. 3.5:Anzahl und Zusammensetzung der apolar-polar Konsensus-Sequenzen.
n entspricht der das Konsensus-Motiv bildenden Aminosa¨uren. Durch die Anzahl der Pep-
tide wird wiedergegeben, wieviele Peptide dieses Motiv gemeinsam haben.
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3.2.1 Regulation von Transkriptionsfaktoren
3.2.1.1 NFκB
Die Proteine der NFκB-Transkriptionsfaktorfamilie stellen ein spezialisiertes Sy-
stem eines ubiquita¨ren Transkriptionsfaktors dar. Die Stimuli, die NFκB aktivie-
ren, reichen von physikalischem Streß u¨ber infektio¨se Agentien bis hin zu bioche-
mischen Reizen und zellula¨ren Botenstoffen [92]. Die NFκB-Aktivierung verringert
die Zuga¨nglichkeit gegenu¨ber einer Apoptoseeinleitung durch Chemotherapeutika,
ionisierende Strahlung oder TNF-α. NFκB kann die Apoptose unterdru¨cken [93]. In
die Regulation der Aktivita¨t von NFκB, im Zusammenhang mit dem U¨berleben der
Zelle, sind Integrine wie das Integrin αvβ3 involviert [94]. Aus diesem Grund wurde
der Einfluß von MIA auf die Regulation von NFκB untersucht.
In EMSA-Experimenten wurden Mel Im-Zellen zeitabha¨ngig mit MIA (100ng/ml
Zellkulturmedium) behandelt und anschließend die Kernproteine isoliert.
Eine kurze Aktivierung der NFκBp50 und der NFκBp65-Untereinheit durch MIA
nach 30min Inkubation wurde detektiert (vgl. Abb. 3.5). Nach 2min Inkubation mit
MIA (Bahn 4) ist eine vermeintliche Aktivierung zu sehen, die aber nur auf Grund
von ungleichma¨ßiger Beladung der Bahn (vgl. mit der Ladekontrolle) auftritt.
Die NFκBp-Untereinheiten wurden durch Supershift-Assays mit den fu¨r die Unter-
einheiten p50 und p65 spezifischen Antiko¨rpern identifiziert (siehe Abb. 3.6).
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Abb. 3.5: NFκB-Gelshift. Der Reaktionsansatz (4µg Kernproteinlysat, 1µl poly-dIdC,
4µl 5x Bindungspuffer) wurde in einem nativen 6%igen Polyacrylamidgel elektrophore-
tisch aufgetrennt. Durch Pfeile sind die Banden fu¨r die NFκBp50/p65-Heterodimere, die
NFκBp50-Homodimere, die NFκBp65-Homodimere und die Ladekontrolle markiert.
Die Aussagen der Gelshift-Assays zu der Regulation der NFκB-Untereinheiten wer-
den durch Immunfluorenszenz-Untersuchungen mit spezifischen Fluoreszenz-Antiko¨r-
pern besta¨tigt (siehe Abb. 3.7 und Abb. 3.8).
Abb. 3.7-unbehandelt zeigt, daß bereits in unbehandelten Melanomzellen aktives
NFκBp50 im Zellkern lokalisiert ist. Dies ist im Einklang mit den Gelshift-Experi-
menten. Inaktives, an IκB gebundenes NFκB ist im Cytoplasma. Nach 30min Inku-
bation mit MIA (100ng/ml Zellkulturmedium) sieht man eine versta¨rkte Aktivierung
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Abb. 3.6: NFκB-Supershift. Bei Supershift-Experimenten wird zum Reaktionsansatz
(vgl. 3.5) noch ein spezifischer Antiko¨rper fu¨r das nachzuweisende Protein hinzugefu¨gt.
Der Komplex aus DNA und Protein wird um den Antiko¨rper vergro¨ßert und im nativen
PAA-Gel (1 - Kernproteine ohne Antiko¨rper, 2 - Kernproteine mit NFκBp50-Antiko¨rper,
3 - Kernproteine mit NFκBp65-Antiko¨rper) deutlich langsamer (siehe Pfeile).
von NFκBp50 im Zellkern (siehe Abb. 3.7-30min MIA). Der Effekt ist kurzzeitig,
denn nach 1h Inkubation ist das Grundlevel wieder hergestellt (siehe Abb. 3.7-60min
MIA). Als Positivkontrolle wurde TNF-α verwendet, von dem bekannt ist, daß es
NFκB aktiviert (siehe Abb. 3.7-TNFα).
Abb. 3.8-unbehandelt zeigt, daß bereits in unbehandelten Melanomzellen NFκBp65
im Zellkern lokalisiert ist. Dies ist im Einklang mit den Gelshift-Experimenten.
Eine Regulation der Aktivita¨t von NFκBp65 konnte durch die Immunfluoreszenz-
Untersuchungen nicht detektiert werden. Als Positivkontrolle wurde TNF-α verwen-
det, von dem bekannt ist, daß es NFκB aktiviert (siehe Abb. 3.8-TNFα).
In Reportergen-Assays wurde der Einfluß von MIA auf die NFκB-Aktivita¨t unter-
sucht. Dazu wurden Mel Im-Zellen mit einem NFκB-Luc-Plasmid transfiziert. Bei
dem NFκB-Luc-Plasmid handelt es sich um ein Cis-Reporting System Plasmid. Die-
ses Plasmid entha¨lt ein Luciferase-Reportergen, welches durch
”
tandem repeats“ von
NFκB (3 NFκB-Bindestellen), denen ein Basis-Promotorelement (TATA-Box) folgt,
gesteuert wird. Wenn das NFκB-Luc-Plasmid in Mel Im-Zellen transfiziert wird,
spiegelt die Luciferase-Expression die Transkriptionsaktivierung wieder.
Die eingesetzte MIA-Konzentration variierte von 1ng/ml Zellkulturmedium (MIA
1) bis 200ng/ml Zellkulturmedium (MIA 200). Als Positivkontrolle wurde TNF-α
verwendet, von dem bekannt ist, daß es NFκB aktiviert.
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Abb. 3.7: Immunfluoreszenzen NFκBp50. Mel Im wurden zeitabha¨ngig mit MIA
(100ng/ml Zellkulturmedium) behandelt und anschließend mit dem NFκBp50-Antiko¨rper
(FITC-konjugiert) inkubiert. Die mit ”A“ gekennzeichneten Bilder zeigen die Kernfa¨rbung
mit DAPI. Die mit ”B“ gekennzeichneten Bilder zeigen die p50-FITC-Fa¨rbung.
Im Luciferase-Assay war keine signifikante Regulation der NFκB-Aktivita¨t durch
MIA erkennbar (siehe Abb. 3.9).
NFκB liegt im Zytosol als Heterodimer p50/p65 sowie als Homodimere p50/p50
und p65/p65 in inaktiver Form gebunden an IκB vor. IκB wird von einer spe-
zifischen Kinase, der IκB-Kinase (IKK), phosphoryliert wird und dissoziiert vom
NFκBp50/p65-Heterodimer bzw. von den Homodimeren ab. NFκB geht damit in
die aktive Form u¨ber und transloziert in den Zellkern.
Im Zytosol ist die NFκB-Aktivierung u¨ber das Level des IκB detektierbar. Eine
erho¨hte NFκB-Aktivierung fu¨hrt zu einer Dissoziation von IκB vom NFκB-Komplex.
Phosphoryliertes IκB wird abgebaut. Bei einer Inhibition der NFκB-Aktivierung
wa¨re die Degradierung von IκB verringert, da es im inaktiven NFκB-Komplex ge-
bunden bleiben wu¨rde.
Durch eine zeitabha¨ngige Inkubation von Melanomzellen mit MIA konnte keine Re-
gulation des IκBα-Levels detektiert werden (siehe Abb. 3.10). Aus dieser Abbildung
geht weiterhin hervor, daß der Nachweis von IκBα insgesamt sehr schwach ist. Die
Behandlung mit TNF-α fu¨hrt auch zu keiner weiteren Reduktion des IκB-Spiegels.
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Abb. 3.8: Immunfluoreszenzen NFκBp65. Mel Im wurden zeitabha¨ngig mit
MIA (100ng/ml Zellkulturmedium) behandelt und anschließend mit dem NFκBp65-
Antiko¨rper (TRITC-konjugiert) inkubiert. Die mit ”A“ gekennzeichneten Bilder zeigen
die Kernfa¨rbung mit DAPI. Die mit ”B“ gekennzeichneten Bilder zeigen die p65-TRITC-
Fa¨rbung.
3.2.1.2 AP-1
Das klassische AP-1-Protein ist aus Fos und Jun zusammengesetzt, den Produkten
der Gene c-Fos und c-Jun. Je ein Vertreter der Fos-Familie und je ein Vertreter der
Jun-Familie ko¨nnen gemeinsam ein Dimer bilden, das sich mit hoher Affinita¨t an
eine TRE (TPA response element) lagern kann. c-Jun und damit auch AP-1 stehen
am Ende vieler verschiedener intrazellula¨rer Signalwege. Aus diesem Grund wurde
der Einfluß von MIA auf die Regulation von AP-1 untersucht.
In EMSA-Experimenten wurden Mel Im zeitabha¨ngig mit MIA (100ng/ml Zellkul-
turmedium) behandelt und anschließend die Kernproteine isoliert. Diese wurden in
einem Reaktionsansatz mit dem radioaktiv markiertem AP-1-Oligonukleotid inku-
biert. Die Kernproteine bildeten mit dem Oligonukleotid Protein/DNA-Komplexe,
die in einem 6%igen nativen PAA-Gel elektrophoretisch getrennt wurden. Aufgrund
ihrer Gro¨ße laufen die Protein/DNA-Komplexe im PAA-Gel deutlich langsamer als
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Abb. 3.9: Transiente Transfektionen von Mel Im mit NFκB-Luc-Plasmid. Die
Zellen wurden nach der Transfektion mit NFκB-Luc-Plasmid konzentrationsabha¨ngig 12h
mit MIA inkubiert. Die Zahlenwerte von MIA geben die Konzentration des Proteins in
ng/ml Zellkulturmedium an. TNF-α wurde als Positivkontrolle eingesetzt.
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Abb. 3.10:Western Blot IκBα.Mel Im-Zellen wurden zeitabha¨ngig mit MIA (100ng/ml
Zellkulturmedium) behandelt und anschließend lysiert. 40µg des Gesamtproteinlysates
wurden in einem 10%igen PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (1 - Seeblue Standard,
2 - unbehandelt, 3 - 1min MIA, 4 - 2min MIA, 5- 5min MIA, 6 - 30min MIA, 7 - 1h MIA,
8 - TNFα, 9 - Lysat von Jurkat-Zellen, 10 - Lysat vom PHM.).
das Oligonukleotid (DNA) allein.
Eine kurzzeitige schwache negative Regulation von AP-1 durch MIA ist nach 1min
und 2min Inkubation zu erkennen (siehe Abb. 3.11). Im Gel sind teilweise 2 Banden,
die durch Pfeile markiert sind, zu beobachten. Die untere Bande la¨ßt sich mit den
durchgefu¨hrten Experimenten nicht erkla¨ren.
In Reportergen-Assays wurde der Einfluß von MIA auf die AP-1-Aktivita¨t unter-
sucht. Dazu wurden Mel Im-Zellen mit einem AP-1-Luc-Plasmid transfiziert. Bei
dem AP-1-Luc-Plasmid handelt es sich um ein Cis-Reporting System Plasmid. Die-
ses Plasmid entha¨lt ein Luciferase-Reportergen, welches durch
”
tandem repeats“ von
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Abb. 3.11: AP-1-Gelshift. Der Reaktionsansatz (10µg Kernproteinlysat, 1µl poly-dIdC,
4µl 5x Bindungspuffer, 1µl radioaktiv markiertes AP-1-Oligonukleotid) wurde in einem
nativen 6%igen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.
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Abb. 3.12: Transiente Transfektionen von Mel Im mit AP-1-Luc-Plasmid. Die
Zellen wurden nach der Transfektion mit AP-1-Luc-Plasmid konzentrationsabha¨ngig 12h
mit MIA inkubiert. Die Zahlenwerte von MIA geben die Konzentration des Proteins in
ng/ml Zellkulturmedium an. TNF-α wurde als Kontrolle eingesetzt.
AP-1 (7 AP-1 Bindestellen), denen ein Basis-Promotorelement (TATA-Box) folgt,
gesteuert wird. Wenn das AP-1-Luc-Plasmid in Mel Im-Zellen transfiziert wird, spie-
gelt die Luciferase-Expression die Transkriptionsaktivierung wieder.
Die eingesetzte MIA-Konzentration variierte von 1ng/ml Zellkulturmedium (MIA 1)
bis 200ng/ml Zellkulturmedium (MIA 200). Als Kontrolle wurde TNF-α verwendet.
Im Luciferase-Assay war keine signifikante Regulation der AP-1-Aktivita¨t durch
MIA erkennbar (siehe Abb. 3.12).
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3.2.2 Integrative zellula¨re Signalwege
Das Protein MIA bindet an Proteine der Extrazellularmatrix und maskiert dadurch
die Bindestellen fu¨r Integrine. Durch Integrine wird intrazellula¨r eine Vielzahl von
verschiedenen Signalkaskaden aktiviert bzw. inhibiert. Die Regulation dieser Signal-
wege, durch MIA-verursachtes Detachment der Integrine, wurden bisher noch nicht
untersucht.
Wichtige Angriffspunkte fu¨r regulatorische Prozesse sind Phosphorylierung- und De-
phosphorylierungsreaktionen. Durch diese Reaktionen werden in der Zelle Signalkas-
kaden aktiviert oder inhibiert.
3.2.2.1 Kinase- und Phosphatase-Assays
Zwei große Klassen von Enzymen, die an vielfa¨ltigen Phosphorylierungs- und De-
phosphoylierungsreaktionen beteiligt sind, sind die Proteintyrosinkinasen und die
Proteintyrosinphosphatasen.
Im Proteintyrosinkinase-Assay wurde die Regulation der Proteintyrosinkinasen (PTK)
durch MIA untersucht. Dazu wurden Mel Im-Zellen zeitabha¨ngig mit MIA behandelt
und anschließend die Aktivita¨t der PTK u¨ber die Phosphorylierung von zwei spezi-
fischen Peptiden A und B detektiert. In Abb. 3.13 ist zu sehen, daß eine schwache
negative Regulation bei Peptid A nach 2h Inkubation mit MIA zu verzeichnen ist.
Peptid A repra¨sentiert das Substrat fu¨r die EGF-vermittelten Tyrosinkinasen. Die
Phosphorylierung von Peptid B wird durch MIA nicht reguliert. Bei der Negativ-
kontrolle wurde dem Reaktionsansatz weder Peptid A noch Peptid B zugesetzt. Fu¨r
die Positivkontrolle wurde das Zelllysat mit 1µM Phosphopeptid (Sol 3) in einem
Assay-Puffer, der kein Na3VO4 zur Inhibition der Phosphatasen enthielt, inkubiert.
Die Positivkontrolle ist damit gleichzeitig eine Kontrolle auf Phosphatasen.
Im Proteintyrosinphosphatase-Assay wurde die Regulation der Proteintyrosinphos-
phatasen (PTP), den Gegenspielern der PTK, durch MIA untersucht. Dazu wurden
Mel Im-Zellen zeitabha¨ngig mit MIA behandelt und anschließend die Aktivita¨t der
PTP u¨ber die Dephosphorylierung von zwei spezifischen Peptiden A und B de-
tektiert. In Abb. 3.14 ist zu sehen, daß eine Grundaktivita¨t der PTP bei beiden
Peptiden vorhanden und eine schwache negative Regulation der Dephosphorylie-
rung durch MIA bei Peptid B nach 1h Inkubation mit MIA detektierbar ist. Die
Dephosphorylierung von Peptid A wird durch MIA nicht reguliert. Bei der Nega-
tivkontrolle wurde dem Reaktionsansatz weder Peptid A noch Peptid B zugesetzt.
Fu¨r die Positivkontrolle wurde das Zelllysat mit 1µM Phosphopeptid inkubiert. Die
Positivkontrolle ist damit gleichzeitig eine Kontrolle der Assaykomponenten.
3.2.2.2 MAPK-Assay
Durch die Einengung der PTK auf die EGF-vermittelten Tyrosinkinasen mittels
PTK-Assay und die weitere Fokussierung auf die MAP Kinase aufgrund bereits vor-
handener Vorergebnisse wurde nun der Einfluß von MIA auf die Aktivita¨t der MAP
Kinasen untersucht.
Mel Im-Zellen wurden zeitabha¨ngig mit MIA (100ng/ml Zellkulturmedium) inku-
biert und anschließend lysiert. Den im Zelllysat enthaltenen MAP Kinasen wurde
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Abb. 3.13: Proteintyrosin-Kinase-Assay.Mel Im-Zellen wurden zeitabha¨ngig mit MIA
behandelt und anschließend die Aktivita¨t der PTK u¨ber die Phosphorylierung der zwei
spezifischen Peptide A und B detektiert.
MBP (
”
myelin basic protein“) als spezifisches Substrat angeboten. Der Grad der
Phosphorylierng entspricht der Aktivita¨t der MAP Kinasen. Diese wurde anschlie-
ßend in einem Western Blot nachgewiesen (siehe Abb. 3.15).
Es ist eine deutliche negative Regulation der MAP Kinase, nach ein-, zwei- und
vierstu¨ndiger Inkubation mit MIA zu beobachten. Ein Einfluß auf die Aktivierung
der MAP Kinasen durch das im Zellkulturmedium enthaltene FKS konnte durch die
”
ohne FKS“-Kontrollen ausgeschlossen werden.
3.3 MIA-Expression regulierende Signalwege
Das Protein MIA wird von Melanomzellen, jedoch nicht vom Melanozyten, sezer-
niert. Das la¨ßt darauf schließen, daß wa¨hrend der Melanomprogression in der Zelle
Signalwege aktiviert werden, die die MIA-Expression regulieren.
Mit der Methode der in vivo Expressionsklonierung (ivEc) wurden aus Phagen-
cDNA-Expressionsbanken durch
”
Mass Excision“ Plasmid-cDNA-Expressionsbanken
generiert und in prima¨re humane Melanozyten (PHM) transfiziert. Die Wahl der
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Abb. 3.14: Proteintyrosin-Phosphatase-Assay. Mel Im-Zellen wurden zeitabha¨ngig
mit MIA behandelt und anschließend die Aktivita¨t der PTP u¨ber die Dephosphorylierung
der zwei spezifische Peptiden A und B detektiert.
Transfektionsmethode war hierbei von entscheidender Bedeutung. Prima¨re Zellen
lassen sich allgemein sehr schlecht transfizieren. Verschiedene liposomale und nicht-
liposomale Transfektionsmethoden wurden parallel getestet. Die Transfektion mit
Effectene erwies sich letztendlich als die effizienteste Methode (siehe Abb. 3.16 A).
Da es keine signifikanten Unterschiede bei der einzusetzenden DNA-Menge zwischen
1 bis 3µg gab (siehe Abb. 3.16 B), wurde fu¨r alle Transfektionen im Rahmen des
ivEc 1µg der DNA eingesetzt.
Es wurden aus den generierten Plasmid-cDNA-Expressionsbanken, die eine große
Anzahl von verschiedenen cDNAs mit unterschiedlichem Molekulargewicht repra¨sen-
tieren (siehe Abb. 3.17 A), einzelne Plasmid-cDNAs isoliert (siehe Abb. 3.17 B), die
in PHM die MIA-Expression aktivieren.
MIA konnte im Zellkulturu¨berstand der PHMs mittels eines MIA-spezifischen ELI-
SAs (siehe Abb. 2.4.6) nachgewiesen werden. Der Unterschied der ELISA-Werte der
selektierten Klone im Vergleich zur Negativkontrolle war nach dem ersten Screening
sehr gering (vgl. Tab. 3.6). Als Negativkontrolle wurde das Plasmid pGL3control
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Abb. 3.15: MAPK-Assay. Western Blot des MAPK-Assays (1 - Seeblue Standard, 2 -
18h ohne FKS, 3 - 48h ohne FKS, 4 - mit FKS, ohne MIA, 5 - mit FKS, 5min MIA, 6 -
mit FKS, 10min MIA, 7 - mit FKS, 30min MIA, 8 - mit FKS, 1h MIA, 9 - mit FKS, 2h
MIA, 10 - mit FKS, 4h MIA). Das durch die MAP Kinasen phosphorylierte MBP hat ein
Molekulargewicht von 21kDa.
transfiziert. Das pGL3control-Plasmid entha¨lt einen SV40-Promotor und Enhancer-
Sequenzen, die in einer starken Expression von luc+ in verschiedenen Zelltypen
resultieren. Dieses PLasmid ist sehr nu¨tzlich, um allgemein Transfektionseffizien-
zen zu zeigen und als interner Standard fu¨r Promotor- und Enhancer-Aktivita¨ten,
die durch pGL3-Rekombinante exprimiert werden. pGL3control aktiviert in melano-
zyta¨ren Zellen nicht die MIA-Expression, weshalb es als Negativkontrolle geeignet
ist.
Probe Meßwert Probe Meßwert Probe Meßwert Probe Meßwert
1 0,024 13 0,026 25 0,022 37 0,025
2 0,024 14 0,024 26 0,023 38 0,024
3 0,024 15 0,020 27 0,025 39 0,021
4 0,026 16 0,023 28 0,026 40 0,026
5 0,026 17 0,023 29 0,024 41 0,025
6 0,025 18 0,025 30 0,024 42 0,020
7 0,023 19 0,026 31 0,023 43 0,020
8 0,028 20 0,026 32 0,027 44 0,022
9 0,024 21 0,022 33 0,022 45 0,026
10 0,023 22 0,025 34 0,023 46 0,023
11 0,025 23 0,022 35 0,022 47 0,022
12 0,025 24 0,026 36 0,026 48 0,027
Tab. 3.6: ivEc-ELISA-Daten nach dem 1. Screening. Die Unterschiede zwischen den
MIA-positiven Klonen (fett) und der Negativkontrolle (Probe 48, pGL3control) sind nach
dem 1. Screening geringer als nach dem 2. Screening (vgl. Abb. 3.18). Der Meßwert gibt
die Differenz zwischen der Absorption bei 405nm (Meßwellenla¨nge) und 495nm (Referenz-
wellenla¨nge) an.
Nach einer erneuten Transfektion dieser isolierten und amplifizierten Klone zeigten
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Abb. 3.16: Vergleich der Transfektionsmethoden fu¨r ivEc. A: Prima¨re humane Me-
lanozyten (PHM) wurden mit verschiedenen liposomalen und nicht-liposomalen Transfek-
tionsmethoden transfiziert. B: Transfektion verschiedener DNA-Mengen (1 bis 3µg) mittels
Effectene.
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Abb. 3.17: ivEc-Plasmide. A: Dargestellt sind die Midipra¨parationen der mittels ”Mass
Excision“ generierten Ausgangsplasmid-cDNA-Expressionsbanken. Jeweils 1µl (0,5 bis
2µg) der Midipra¨parationen wurden mit den Rstriktionsendonukleasen Eco RI und Xho
I gespalten. B: Dargestellt sind die nach dem 2. Screening isolierten und amplifizierten
Einzelklone. Jeweils 1µl (0,5 bis 2µg) der Midipra¨parationen wurden mit den Restrik-
tionsendonukleasen Eco RI und Xho I gespalten. Die Molekulargewichte (MG) wurden
anhand des Agarosegels abgescha¨tzt.
sich deutlichere Unterschiede zur Negativkontrolle im ELISA (siehe Abb. 3.18). Die
Klone zeigen eindeutig eine positive Regulation der MIA-Expression. Jeweils 1µl
(1-2µg) der Plasmid-cDNA-Midipra¨paration wurde 1h bei 37oC mit den Restrik-
tionsendonukleasen Eco RI und Xho I inkubiert. Der komplette Reaktionsansatz
wurde auf ein 1%iges Agarosegel (1% (w/v) Agarose in TBE) aufgetragen. Die aus
den Plasmid-cDNA-Expressionsbanken isolierten einzelnen cDNAs sind in Abb. 3.17
B dargestellt. Die Molekuargewichte der isolierten Klone wurden anhand des Aga-
rosegels abgescha¨tzt und sind ebenfalls in Abb. 3.17 B enthalten.
Die einzelnen cDNAs wurden anschließend sequenziert (siehe Anhang D) und in der
Datenbank des NCBI/NIH auf Homologien zu Proteinen analysiert (vgl. Tab. 3.7).
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Abb. 3.18: ivEc-ELISA-Daten nach dem 2. Screening. Es ist die relative Absorp-
tion der einzelnen Klone im Vergleich zur Kontrolle (pGL3control) dargestellt, d.h. der
Kontrollwert wurde 1 gesetzt und die Absorptionswerte der Klone entsprechend gegenge-
rechnet. Es ist eine Zusammenfassung von 4 Experimenten dargestellt. Die Unterschiede
zwischen der Kontrolle und den isolierten Klonen ist deutlich gro¨ßer im Vergleich zum
1.Screening. Es liegen einzelne Plasmid-cDNAs, kein Pool von Plasmid-cDNAs, vor (vgl.
Abb. 3.17 B).
Aufgrund der Klonierung kann von folgenden Klonen ein Protein exprimiert werden:
Klon La¨nge des Proteins
[AS]
II/13I 124
II/22A 144
II/60B 127
II/60D 103
Diese Klone weisen alle ein eigenes ATG als Startcodon auf. Die Klone II/4, II/5,
II/9A und II/60C wu¨rden aufgrund der Klonierung Proteine mit La¨ngen zwischen
34 und 68 Aminosa¨uren exprimieren. Das erscheint nicht sinnvoll.
Der Klon II/4 weist Homologien zur Biliverdin Reduktase B auf. Die Homologien
zwischen dem Klon II/4 und der Biliverdin Reduktase B befinden sich im Bereich
von Aminosa¨ure 22 bis 205 der Biliverdin Reduktase B.
Der Klon II/5 weist Homologien zur ATPase Untereinheit 6 auf. Die Homologien
zwischen dem Klon II/5 und der ATPase Untereinheit 6 befinden sich im Bereich
von Aminosa¨ure 5 bis 171 der ATPase Untereinheit 6.
Der Klon II/9A weist Homologien zum Glioma Tumorsuppressorprotein 2 auf. Die
Homologien zwischen dem Klon II/9A und dem Glioma Tumorsuppressorprotein 2
befinden sich im Bereich von Aminosa¨ure 14 bis 201 des Glioma Tumorsuppressor-
proteins 2. Identitische Aminosa¨uren sind in folgenden Regionen des Glioma Tumor-
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Klon Gro¨ße LR Homologien zu homologe Amino-
[bp] sa¨ure-
Bereiche
II/4 700 3 Biliverdin Reduktase B (Flavin-Reduktase (NADPH)) 22-205
II/5 400 3 ATPase Untereinheit 6 05-171
II/9A 1200 3 Glioma Tumorsuppressorprotein 2 14-201
II/13I 750 3 Cyclophilin A 01-018
Ran-bindendes Protein 3063-3078
II/22A 1100 1 Desmoplakin 1579-1920
MAPKK-5 (MEK5) 24-318
II/60B 950 1 F-Box Protein Fbw2 137-162
239-320
382-422
Transkriptionsfaktor EHF 95-287
Transkriptionsfaktor ESE-3A 95-287
Cytochrom c Oxidase Untereinheit III 03-129
II/60C 700 1 ADP-Ribosylierungsfaktor GAP-1 87-230
254-350
II/60D 450 2 c-Abl 858-1102
Tab. 3.7: Homologien der ivEc-Klone zu bekannten Proteinen. Das Molekularge-
wicht der Klone wurde am Agarosegel abgescha¨tzt. LR bezeichnet den Leserahmen, der
bei der Suche nach Homologien in den Datenbanken des NCBI/NIH verwendet wurde.
Durch die homologen Aminosa¨ure-Bereiche wird der Bereich definiert, in dem sich die
Homologien befinden.
suppressorproteins 2 detektierbar: 154-166, 181-189 und 194-201.
Der Klon II/13I weist Homologien zu den Pro-Isomerase-Doma¨nen von Cyclophi-
lin A und von Ran-bindenden Protein 2 (RanBP 2) auf ). Die Homologien des Klons
II/13I zum Cyclophilin A liegen im Bereich der Aminosa¨uren 1-18 des Cyclophilins
A.
DerKlon II/22A weist Homologien zu Desmoplakin I und Homologien zu MAPKK
5 (MEK5) auf. Die Homologien des Klons II/22A zum Desmoplakin I liegen im Be-
reich der Aminosa¨uren 1579-1920 des Desmoplakins I. Die Homologien des Klons
II/22A zu MEK5 liegen im Bereich der Aminosa¨uren 24-318.
Der Klon II/60B weist Homologien zum F-Box Protein Fbw2 (Aminosa¨ure 137-
162; 239-320; 382-422), zum Transkriptionsfaktor EHF (Aminosa¨ure 95-287), zum
Transkriptionsfaktor ESE-3A (Aminosa¨ure 95-287) und zur Cytochrom c Oxidase
Untereinheit III (Aminosa¨ure 3-129), auf.
Der Klon II/60C weist Homologien zum ADP-Ribosylierungsfaktor GAP-1 auf.
Die Homologien finden sich in der katalytischen Doma¨ne am N-Terminus (Ami-
nosa¨ure 87-230) und im C-terminlaen Bereich (Aminosa¨ure 254-350) von ARF-
GAP1.
Der Klon II/60D weist Homologien zu c-Abl auf. Die Homologie zu c-Abl befindet
sich im C-terminalen Bereich des Proteins (Aminosa¨ure 858-1102).
Fu¨r Expressionsmuster-Untersuchungen mittels RT-PCR wurden entsprechend der
Sequenzen der isolierten humanen Klone mit dem Programm DNAMAN Primer
konstruiert (siehe Abb. 2.1.7). Fu¨r das murine System wurden die murinen Analoga
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der Sequenzen, adaptiert aus den Datenbanken des NCBI/NIH, fu¨r das Primerde-
sign verwendet. Die Primer wurden von der Firma Sigma-Genosys synthetisiert.
Fu¨r die Untersuchungen am humanen System wurde die Gesamt-RNA aus Melanom-
zellen Mel Im und aus prima¨ren humanen Melanozyten isoliert und in cDNA umge-
schrieben. Fu¨r das murine System wurden B16-Zellen (Melanomzellen) und Melan A
(Melanozyten) zur Isolierung der RNA und zur Umschreibung in cDNA verwendet.
Anschließende RT-PCR-Reaktionen zeigten die Spezifita¨t der Primer (siehe Abb.
3.19 und Abb. 3.20). Eine Quantifizierung war mit den RT-PCR-Reaktionen jedoch
nicht mo¨glich.
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Abb. 3.19: RT-PCR mit RNA aus humanen Zellen. (1 - Negativkontrolle, 2 - Mel
Im, 3 - PHM) Im Agarosegel konnte eine spezifische Expression qualitativ nachgewiesen
werden. Eine Quantifizierung la¨ßt diese Methode jedoch nicht zu.
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Abb. 3.20: RT-PCR mit RNA aus murinen Zellen. (1 - Negativkontrolle, 2 - B16,
3 - Melan A) Im Agarosegel konnte eine spezifische Expression qualitativ nachgewiesen
werden. Eine Quantifizierung la¨ßt diese Methode jedoch nicht zu.
Die Quantifizierung der Expressionsunterschiede wurde mittels Realtime-PCR (Light-
cycler) durchgefu¨hrt. Abb. 3.21 zeigt eine signifikante U¨berexpression bei Melanom-
zellen im Vergleich zu Melanozyten im humanen System bei den Klonen II/5, II/9A,
II/13I, II/22A, II/60C und II/60D. Im murinen System (siehe Abb. 3.22) trifft diese
Aussage auf die Klone II/4, II/13I und II/60D zu. Fu¨r den humanen Klon II/60C
gibt es keine murines Analogon.
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Abb. 3.21: Realtime-PCR des humanen Systems. Die Ergebnisse der RT-PCR wur-
den mittels Lightcycler quantifiziert und ein Expressionsmuster daraus erstellt. Es ist eine
deutliche U¨berexpression folgender Klonen im Melanom gegenu¨ber Melanozyten zu sehen:
II/5, II/9A, II/13I, II/22A, II/60C, II/60D.
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Abb. 3.22:Realtime-PCR des murinen Systems. Die Ergebnisse der RT-PCR wurden
mittels Lightcycler quantifiziert und ein Expressionsmuster daraus erstellt. Es ist eine
deutliche U¨berexpression folgender Klonen im Melanom gegenu¨ber Melanozyten zu sehen:
II/4, II/13I, II/60D.
Kapitel 4
Diskussion
Die vorliegende Arbeit bescha¨ftigt sich mit dem Protein MIA (Melanoma Inhibitory
Activity): seinen Interaktionspartnern, seinem Einfluß auf die Regulation von zel-
lula¨ren Signalwegen und den MIA- Expression regulierenden Signalwegen (vgl. Abb.
4.1).
MIA ist ein kleines (11kDa), von Melanomzellen sezerniertes Protein, das in der Ar-
beitsgruppe von Prof. Bogdahn aus dem Zellkulturu¨berstand der Zelllinie HTZ-19
gereinigt wurde. Es inhibierte in ersten Experimenten die Proliferation von Mela-
nomzellen und wurde aufgrund dieser Eigenschaft als MIA bezeichnet [107, 108].
Fibronektin/Laminin
Integrine
Zelloberflachen-
molekule ?
MIA
Modulation
der intrazellularer
Signalwege ??
MIA
Transkriptions-
faktoren
Expression-regulierende
Signalwege
4.1
4.2
4.3
Migration
Differenzierung ?
Interaktions-
partner ?
..
..
..
Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Teilprojekte dieser Arbeit: 4.1 - Inter-
aktionspartner des Proteins MIA, 4.2 - MIA-regulierte Signalwege, 4.3 - MIA-Expression
regulierende Signalwege [modifiziert nach Bosserhoff]
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4.1 Interaktionspartner des Proteins MIA
Aus vorangegangenen Untersuchungen ist bekannt, daß MIA an Komponenten der
Extrazellularmatrix, wie Fibronektin und Laminin, bindet und dabei die Bindestel-
len fu¨r die Integrine maskiert. In vitro kommt es dadurch zur Migration der Zellen,
in vivo zur Metastasierung [114, 116].
4.1.1 Homologien zu Fibronektin Typ III-Doma¨nen und zur
Laminin α5-Kette
Fibronektine bilden eine wichtige Gruppe von Multiadha¨sions-Proteinen in der Ex-
trazellularmatrix (ECM). Zellen ko¨nnen entweder direkt an Kollagene binden oder
ihre Anheftung an extrazellula¨re Matrices, die Kollagenfibrillen vom Typ I, II, III
und IV enthalten, wird von Fibronektinen vermittelt. Nach der Anheftung beein-
flussen die Fibronektine die Zellgestalt sowie die Anordnung des Zytoskeletts und
sind wa¨hrend der Embryogenese an der Wanderung und Differenzierung der Zellen
beteiligt [138].
Die einzelnen Doma¨nen im Fibronektin (siehe Abb. 3.1) verfu¨gen u¨ber spezifische
und hochaffine Bindungstellen fu¨r Integrine an der Zelloberfla¨che sowie fu¨r Kollagen,
Fibrin und sulfatierte Proteoglycane. In vitro erha¨lt man nach dem proteolytischen
Abbau der Zell-bindenden Doma¨ne in einer repetitiven Sequenz vom Typ III einen
rund 100 Aminosa¨uren langen Abschnitt, der Integrine binden kann. Teile dieser
Sequenz wurden synthetisch als Peptide hergestellt und untersucht, wobei sich das
Tripeptid Arg-Gly-Asp (RGD) als das kleinste, von den Zelloberfla¨chenrezeptoren
erkannte Strukturelement erwies [139]. Die dreidimensionale Struktur fu¨r die repe-
titive Sequenz vom Typ III im Fibronektin zeigt, daß die RGD-Sequenz sich an der
Spitze einer vom Moleku¨l nach außen ragenden Schleife, also an einer fu¨r die Bin-
dung von Integrin und anderen Proteinen geeigneten Stelle befindet [140].
Bei Vertebraten werden acht verschiedene Integrin-Arten an Fibronektin gebunden,
von denen die meisten (α3β1, α5β1, αvβ1, αIIbβ3, αvβ3, αvβ6, α4β1) eine spezifische
Bindung mit der RGD-Sequenz eingehen, die man auch bei anderen Proteinen der
ECM findet [141]. Die Bindung von Fibronektin-spezifischen Integrinen der Zello-
berfla¨chen an das Fibronektin in der ECM ermo¨glicht die Adha¨sion der Zellen.
Fibronektin und seine Integrin-Rezeptoren spielen wichtige Rollen in verschiedenen
Stadien der Tumorentwicklung. Tumorzellen sind im Allgemeinen weniger adherent
als normale Zellen und setzen sich auch weniger an der ECM ab [142]. Die verlo-
rengegangene Matrixadhesion ko¨nnte dazu beitragen, daß Tumorzellen die Fa¨higkeit
haben, ihre Originalposition im Gewebe zu verlassen. Wenn normale, nicht entartete
Zellen nicht adherieren, stoppt das Wachstum, und die Zellen gehen in Apoptose.
Integrin-aktivierte Signalwege, die durch die FAK (focal adhesion kinase) und das
Adapterprotein Shc vermittelt werden, scheinen fu¨r die Verankerungsabha¨ngigkeit
bedeutend zu sein [142].
Melanomzellen beeinflussen die Integrin-Bindung durch die Sekretion des Proteins
MIA, das an Fibronektin (Fibronektin Typ III-Doma¨nen) bindet. Stoll et al. [118]
konnten zeigen, daß das Peptid pdp12 (entspricht A41) MIA in der Konsensus-
Bindungstelle der SH3-Doma¨ne bindet. Ein Datenbankvergleich der Sequenz zeigte
eine hohe Homologie zu den Fibronektin Typ III-Doma¨nen. Peptide, die sich von
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den Fibronektin Typ III-Doma¨nen 6, 10 und 14 ableiten, interferieren kompetitiv
mit der Bindung von MIA an Fibronektin. Das weist darauf hin, daß die Peptide
an MIA binden und die Bindungsstelle fu¨r die Fibronektin-Zielsequenz blockieren
[118].
In weiteren Datenbank-Analysen zeigte sich, daß auch die anderen mittels Phage
Display isolierten Dodecapeptide starke Homologien zu den Typ III-Doma¨nen des
humanen Fibronektins aufweisen (vgl. Tab. 3.2). Die Untersuchungen von Stoll et
al. [118] lassen die Annahme zu, daß die Dodecapeptide aufgrund ihrer starken
Homologie zu den Fibronektin Typ III-Doma¨nen in analogen Experimenten kom-
petitiv mit der Bindung von MIA an Fibronektin interferieren ko¨nnten. Das fu¨hrt
zu der Schlußfolgerung, daß diese Peptide die Bindungsstelle fu¨r die Fibronektin-
Zielsequenz blockieren wu¨rden. Die Bindung der Peptide an MIA wurde durch die
Phage Display-Experimente besta¨tigt.
Aus der Struktur des Fibronektins geht hervor, daß die Fibronektin Typ III-Doma¨nen
8 und 9 in das Zellattachment, 10 bis 12 in die Integrinbindung und 12 bis 14 in
die Heparinbindung involviert sind. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt,
daß die Fibronektin Typ III-Doma¨nen 12 bis 14 auch Integrinbindungsstellen besit-
zen ko¨nnen. Zelladha¨sion in diesem Segment schließt eine synergistsiche Interaktion
des Zelloberfla¨chenintegrins α4β1 und Heparansulfatproteoglycanen ein. Eine direk-
te Wechselwirkung der Fibronektin Typ III-Doma¨nen 12 bis 14 und dem Integrin
α4β1 konnte mit spezifischen Antiko¨rpern bereits nachgewiesen werden [118]. Ande-
re Studien zeigten, daß die Fibronektin Typ III-Doma¨ne 9 mit den Integrinen α5β1
und αIIbβ3 interagiert [143].
Laminine sind heterotrimere Membranproteine. Sie haben einen Einfluß auf mul-
tiple biologische Funktionen durch Interaktion mit anderen Matrixproteinen und
Zelloberfla¨chen-Rezeptoren [135]. Die Regulation dieser Interaktionen ist kritisch
fu¨r viele biologische Prozesse, einschließlich Zelladhesion, Migration, Angiogenese,
Tumorprogression und Neuritenwachstum.
Die Lamininfamilie entha¨lt 11 Ketten (fu¨nf α-, drei β- und drei γ-Ketten). Die
neu entdeckte α5-Kette ist das bekannteste exprimierte Mitglied der Laminin α-
Kettenfamilie [137]. Die Laminin α5-Kette ist mit der γ1-Kette und entweder der
β1- oder der β2-Kette assoziiert und bildet Laminin-10 bzw. Laminin-11 [135]. Die
N-terminale globula¨re Doma¨ne (Doma¨ne VI, ∼ 250-270 Reste) ist fu¨r Laminin
spezifisch und am sta¨rksten konserviert (∼ 60% Identita¨t) zwischen den Laminin-
Doma¨nen. Diese Doma¨ne ist in der Lage, Heparin und Heparansulfat-Ketten zu
binden und ist auch essentiell fu¨r die
”
Selbstmontage“ der Laminine. Doma¨ne IV
ist im Mausmodell verantwortlich fu¨r die Zellbindung. Heparansulfat-enthaltende
Rezeptoren und Integrine erkennen diese Doma¨ne [135].
Es wa¨re denkbar, daß der Laminin α5-Kette im humanen System, aufgrund der
Homologien zwischen den Lamininen, eine a¨hnliche Funktion zukommt. In Experi-
menten konnte gezeigt werden, daß MIA an Laminin-5 bindet. Laminin-5 wird von
der α3A-Kette in Assoziation mit der β3-Kette und der γ2-Kette gebildet. Es wurden
Interaktionen von Laminin-5 mit den Integrinen α3β1, α6β4 und α6β1 nachgewiesen.
Laminin-10 und Laminin-11 interagieren mit den Integrinen α3β1 und α6β1 [136].
Aufgrund des Bindens von pdp12 (A41) an MIA und der hohen Homologie die-
ses Peptids und auch der anderen Peptide zu Fibronektin Typ III-Doma¨nen war es
naheliegend, daß die Peptide auch zu Laminin Homologien aufweisen. In Datenbank-
Analysen zeigte sich, daß die mittels Phage Display isolierten Dodecapeptide starke
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Homologien zur Laminin α5-Kette aufweisen (vgl. Tab. 3.3). Die Laminin α5-Kette
ko¨nnte Zielsequenzen enthalten, an die MIA bindet und damit die Integrinbindung
blockiert. In analogen Untersuchungen zu Stoll et al. [118] sollten die Dodecapep-
tide aufgrund ihrer starken Homologie zur Laminin α5-Kette kompetitiv mit der
Bindung von MIA an Laminin α5 interferieren. Das wu¨rde zu der Schlußfolgerung
fu¨hren, daß diese Peptide die Bindungsstelle fu¨r die Laminin α5-Zielsequenz blockie-
ren wu¨rden. Die Bindung der Peptide an MIA wurde durch die Phage Display-
Experimente besta¨tigt.
In Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß die Doma¨ne IV von Laminin-α5-
Kette eine Bindungsstelle fu¨r die Integrine α3β1, α2β1, α4β1 und α6β1 ist [135].
Homologien zu den Fibronektin-Typ III-Doma¨nen und der Laminin α5-Kette finden
sich nicht nur in den einzelnen Dodecapeptiden, sondern auch in den mit dem Pro-
gramm DNAMAN gefundenen Konsensus-Motiven.
Den Einfluß der mittels Phage Display gescreenten Dodecapeptide auf die Zellwan-
derung ko¨nnte wie folgt erkla¨rt werden:
Melanozyten binden u¨ber die Integrine an die Komponenten der ECM, wie Firo-
nektin und Laminin . Durch einen a¨ußeren Stimulus, z.B. UV-Strahlung, kommt es
zu einer Entartung der Melanozyten und zur Melanomentstehung. Im Verlauf der
Tumorprogression wird die Expression von MIA aktiviert und von der Melanomzelle
sezerniert. MIA bindet an die Komponenten der ECM und maskiert die Bindestellen
fu¨r die genannten Integrine. Die Melanomzelle kann durch MIA die Bindung an die
umliegende Matrix regulieren und migrieren. Wenn die als MIA-bindend bekann-
ten Dodecapeptide in den extrazellula¨ren Raum zugegeben werden und dort an das
sezernierte MIA binden, kann durch MIA die Bindung an die umliegenden Matrix
nicht mehr reguliert werden. Die Zellen ko¨nnten nicht migrieren.
4.1.2 Glypican-1 - ein Interaktionspartner von MIA?
Die mit der Methode des Phage Displays gescreenten Dodecapeptide wurden mit
dem Programm DNAMAN auf Konsensus-Motive untersucht. 2 von 30 Peptiden
wiesen eine 100%ige Identita¨t auf. In den Datenbanken des NCBI/NIH [192] wurde
nach Homologien dieser Sequenz TSASTRPELHYP zu bekannten Proteinen ge-
sucht. Es wurde eine Homologien zum Vorla¨uferprotein von Glypican-1 gefunden.
Proteoglycane findet man in allen Bindegeweben und in jeder extrazellula¨ren Ma-
trix sowie auf der Oberfla¨che zahlreicher Zellen. Diese Makromoleku¨le bestehen aus
einen Core-Protein, an demmindestens ein Polysaccharid kovalent gebunden ist. Die-
se auch als Glycosaminoglycane bezeichneten Polysaccharide sind lange, repetitive,
unverzweigte Polymere bestimmter Disaccharide (Keratansulfat, Chondroitinsulfat,
Heparansulfat).
Glypicane sind eine Familie der Heparansulfat-Proteoglycane (HSPG), die durch
einen Glycosylphosphatidylinostol (GPI)-Anker mit der Zelloberfla¨che verbunden
sind. Glypicane sind in die Kontrolle von Zellwachstum und Differenzierung invol-
viert. Sie werden vorrangig wa¨hrend der Embryogenese exprimiert. Die Expressions-
level vera¨ndern sich abha¨ngig vom Stadium und Gewebe. Das fu¨hrt zu der Annahme,
daß Glypicane in die Regulation der Morphogenese involviert sind [144]. Aufgrund
der Fa¨higkeit, die Aktivita¨t des Wachstums und von U¨berlebensfaktoren zu regulie-
ren, wurde in verschiedenen Untersuchungen beobachtet, daß Vera¨nderungen in der
Glypican-Expression mit Tumorprogression assoziiert sind. Eine der ersten Studien
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zeigte, daß die Glypican-1-Expression in Pankreastumoren signifikant zunahm [145].
In einer weiteren Studie wurde eine U¨berexpression von Glypican-1 im Mammakar-
zinom nachgewiesen [146].
Fu¨r die Peptidsequenz des mittels Phage Display gescreenten identischen Paares
(n = 12), TSASTRPELHYP, wurde in der Proteindatenbank des NCBI/NIH [192]
eine Homologie zum Glypican-1-Vorla¨uferprotein gefunden. 66,7% der Peptidami-
nosa¨uren (8 von 12) sind homolog, 33,3% (4 von 12) sind identisch. Bisher konn-
ten in biochemischen Interaktionsstudien keine Wechselwirkungen von MIA mit
Heparansulfat-Proteoglycanen detektiert werden [118].
Das Peptid TSASTRPELHYP ist in der Region des Proproteins lokalisiert. Diese
Doma¨ne ist hydrophob und fu¨r die Addition des GPI-Ankers an den C-Terminus not-
wendig. Die Lokalisation der Insertionsstellen fu¨r die Heparansulfat-Ketten scheint
auf die letzten 50 Aminosa¨uren des C-Terminus beschra¨nkt zu sein, um die Ketten
nahe der Zellmembran zu plazieren [144].
Eine Aussage u¨ber das Expressionlevel von Glypican-1 im malignen Melanom wurde
in der Literaturdatenbank des NLM [193], Pubmed, nicht gefunden.
Die Auswertung der Peptidsequenzen war fu¨r die Konsensus-Motive, die 3, 4, oder 5
Aminosa¨uren enthalten, mit den Datenbanken des NCBI/NIH [192] und der eMOTIF-
Datenbank [194] nicht mo¨glich, da die Motive zu kurz sind.
Die Peptidsequenzen wurden einzeln auf Homologien zu bekannten Proteinen mit
den Datenbanken des NCBI/NIH [192] untersucht. Die gefundenen Homologien
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht mit Interaktionsstudien belegt werden und
sind aus diesem Grunde nicht dargestellt worden.
4.1.3 Konsensus-Sequenzen
Um die Peptidsequenzen dennoch auswerten zu ko¨nnen, wurden die einzelnen Ami-
nosa¨uren ihrer Ladung entsprechend in apolar, polar geladen und polar ungeladen
”
u¨bersetzt“. Die auf diese Weise abgeleiteten Sequenzen wurden in einem zur Aus-
wertung von Dr. Jo¨rg Breibach geschriebenen Programm (siehe Anhang B) auf
Konsensus-Sequenzen untersucht. In Tabelle 3.5 sind die erhaltenen Konsensus-
Motive dargestellt. Durch diese
”
U¨bersetzung“ wurden deutlich mehr Konsensus-
Sequenzen erhalten, vorallem auch solche, die la¨nger als 5 Aminosa¨uren sind. Bei den
4er-, 5er- und 6er-Motiven fa¨llt auf, daß die Mehrheit der Motive apolar-polar un-
geladene Aminosa¨ure-Abfolgen aufweist. Ferner ist ausfallend, daß mehrere Peptide
(≥ 3) 4er- und 5er-Motive aufweisen. Jeweils 2 Peptide weisen gro¨ßere Konsensus-
Motive (6er-8er Motive) auf.
Es ist denkbar, daß fu¨r die Bindung von MIA an seine Interakionspartner die Po-
larita¨t der Aminosa¨uren ausschlaggebend ist. Das wu¨rde bedeuten, daß eine bin-
dungsa¨hnlicheWechselwirkung von MIA bereits bei homologen Aminosa¨uren mo¨glich
wa¨re. Dabei ko¨nnte die Gro¨ße der Motive eine Rolle spielen. Es wa¨re mo¨glich, daß
es einen Zusammenhang zwischen der Gro¨ße des Konsensus-Motivs und der Sta¨rke
der bindungsa¨hnliche Interaktion mit MIA gibt.
Die dreidimensionale Struktur von MIA zeigt, daß das Protein eine SH3-a¨hnliche
Doma¨ne aufweist [118]. Die Ligandenbindung an SH3-Doma¨nen erfolgt u¨ber Prolin-
reiche Sequenzen von ca. 10 Aminosa¨uren, wobei Prolin-reiche Peptide sehr gute
Bindungssubstrate darstellen. Als Konsensus-Sequenz fu¨r SH3-Liganden la¨ßt sich
die Sequenz XPpXP angeben, wobei die beiden Prolin-Reste P invariant sind, X
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meist ein aliphatischer Rest und p oft ein Prolin-Rest ist. Die Polarita¨t des Ligan-
den spielt jedoch keine Rolle bei der Bindung. Peptidliganden ko¨nnen sowohl in der
C→N-Richtung als auch in der N→C-Richtung gebunden werden. Die verschiedenen
SH3-Doma¨nen weisen unterschiedliche Bindungspreferenzen auf, wobei die Spezifita¨t
durch die Nachbarreste der invarianten Proline bestimmt wird.
Betrachtet man die mittels Phage Display erhaltenen Peptide, so fa¨llt auf, daß 63,6%
der Peptide (21 von 33) zwei und mehr Proline, 21,1% (7 von 33) ein Prolin und
15,1% (5 vom 33) kein Prolin in ihrer Sequenz aufweisen. Das la¨ßt vermuten, daß
die Prolin-reichen Peptide aufgrund ihrer Proline ideale Interaktionspartner fu¨r MIA
sind. Diese Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefu¨hrt.
4.2 MIA-regulierte Signalwege
MIA maskiert durch die Bindung an die Proteine der Extrazellularmatrix (ECM),
Fibronektin und Laminin, die Bindestellen fu¨r die auf der Zelloberfla¨che befindli-
chen Integrine. Die Melanomzelle beeinflußt daher u¨ber MIA die Bindung an die
umliegende Matrix. Detachment und Migration sind die Folge (siehe Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung der Wirkung des Proteins MIA auf das
Attachment der Melanomzellen.
Intrazellula¨r werden durch die Bindung einer Zelle an die ECM eine Vielzahl ver-
schiedener Signalkaskaden aktiviert. Das durch MIA verursachte Detachment der
Integrine ko¨nnte die Regulation von Transkriptionsfaktoren und integrativen zel-
lula¨ren Signalwegen beeinflußt werden.
4.2.1 Regulation von Transkriptionsfaktoren
Fu¨r Wachstum und U¨berleben vieler Zelltypen ist die integrin-vermittelte Adhesion
an die Extrazellula¨rmatrix notwendig. Attachment-abha¨ngiges U¨berleben ko¨nnte die
Tumorinvasion und Metastasierung limitieren. Eine fundamentale Rolle wa¨hrend des
Angiogenese-Prozesses spielt das Integrin αvβ3 [94]. Der Aktivierung von Integrinen
folgt eine sehr komplexe Abfolge an Signalu¨bertragungsvorga¨ngen von der Zellmem-
bran in den Zellkern u¨ber second messenger, abha¨ngig vom Stimulus mit und ohne
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Beteiligung weiterer Signalkaskaden. Das letzte Glied einer solchen Signaltransduk-
tionskaskade, das zur Genexpression fu¨hrt, bilden die Transkriptionsfaktoren.
Durch das MIA-verursachte Detachment von Melanomzellen ist es mo¨glich, daß
die Signalu¨bertragungvorga¨nge von der Zellmembran zum Zellkern einer Regulation
unterliegen. NFκB ist in Melanomzellen konstitutiv aktiv, ko¨nnte aber durch die
MIA-Wirkung reguliert werden.
In verschiedenen Studien wurde gezeigt, daß NFκB die Apoptose in vielen Zelltypen
kontrolliert und ha¨ufig als unmittelbarer Stressantwort-Mechanismus fungiert, der
durch multiple Inhibitorkomplexe reguliert wird [96]. Die konstitutive Aktivierung
von NFκB ist ein herausragendes Merkmal verschiedener Tumorarten, einschließlich
Mamma-, Colon-, Pankreas-, Ovarkarzinom und Melanom.
NFκB liegt im Zytosol als Heterodimer p50/p65 sowie als Homodimere p50/p50
und p65/p65 in inaktiver Form gebunden an IκB (inhibitoringκB) vor. Wird IκB
durch die IκB-Kinase (IKK) phosphoryliert, kommt es zu einer Dissoziation von IκB
und anschließenden Degradierung. Das Kernlokalisierungsignal von NFκB ist nun
nicht mehr durch IκB maskiert. NKκB liegt in seiner aktiven Form vor und kann
in den Zellkern translozieren, um spezifische Transkriptionsprozesse zu regulieren
(siehe Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Aktivierung von NFκB. Signalweg, der
zur Degradierung von IκB und zur Translokation von NFκB in den Zellkern, als Reaktion
auf eine zellula¨re Stimulation, fu¨hrt (aus [147])
Konstitutive IKK-Aktivita¨t ist mit einer Zunahme der Phosphorylierung und De-
gradierung von IκB verbunden. Dies fu¨hrt in Melanomzellen zu einem ho¨heren Level
an endogenem NFκB im Zellkern [95]. Weitere Aspekte, die zu einem hohen Level an
konstitutiv aktivem NFκB fu¨hren, ist zu einen die spontane Generierung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) durch Melanomzellen [148, 149] und die Hochregulation der
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Expression des CXC-Chemokins CXCL1 [150].
Das konstitutiv hohe Level an NFκB ist in den durchgefu¨hrten EMSA-Experimenten
und in den Immunfluoreszenzen deutlich in den Darstellungen der unbehandel-
ten Zellen zu erkennen. Vergleicht man die Daten der Transfektionen, der EMSA-
Experimente und der Immunfluoreszenzen hinsichtlich der Regulation von NFκB
durch MIA, so wird deutlich, daß in den Transfektions-Experimenten keine Regu-
lation erkennbar ist. Im Gegensatz dazu zeigt sich in den Gelshift-Assays und den
Immunfluoreszenzen eine schwache negative Regulation von NFκB, nach 30min In-
kubation mit MIA zu sehen, die nach weiteren 30min reversibel ist. Damit wird
deutlich, daß die Regulation von NFκB durch MIA ein relativ schnelles und kurz-
zeitiges Ereignis ist, daß durch den Luciferase-Assay nicht detektiert werden kann.
Einen wichtigen Beitrag zur Regulation der NFκB-abha¨ngige Transkription liefert
die Familie der IκBs. Die IκB-Proteinfamilie reguliert die NFκB-abha¨ngige Tran-
skription durch Inhibition der DNA-Bindung und Lokalisation der Faktoren im Zy-
toplasma. IκBα tut dies durch Verlagerung der Balance zwischen dem nuklearen
Import der Rel-Proteine und ihrem Export aus dem Zellkern [151]. IκBα reguliert
die Aktivita¨t von NFκB im Zytoplasma durch Bindung an den NFκB-Komplex.
Durch die Bindung von IκB an den NFκB-Komplex wird der Kernlokalisationsignal
maskiert, und NFκB ist inaktiv. IκBα kann in den Zellkern shutteln. Hier inhibiert
es nicht nur die NFκB/DNA-Interaktionen und die NFκB-abha¨ngige Transkripti-
on, sondern transportiert NFκB vom Zellkern in das Zytoplasma zuru¨ck. Am C-
Terminus von IκBα ist fu¨r diese Funktion eine nukleare Exportsequenz lokalisiert
[152].
In Western Blot-Untersuchungen wurde keine Regulation von IκBα durch MIA de-
tektiert. Diese Experimente zeigen zudem, daß sehr wenig IκBα in den Melanomzel-
len vorhanden ist. Die Stimulation der Melanomzellen mit TNF-α, einem bekannten
Aktivator von NF-κB, zeigte auch keinen Einfluß auf das IκBα-Level. Dies kann
durch das bereits in unbehandelten Zellen vorhandene hohe Level an konstitutiv
aktivem NFκB erkla¨rt werden.
U¨ber die Expression und die Funktionen der anderen Mitglieder der IκB-Familie,
IκBβ und IκB², ist deutlich weniger bekannt als u¨ber IκBα. IκBβ fungiert als ein
klassischer zytoplasmatischer Inhibitor der NFκB-Dimere durch Maskierung bei-
der Kernlokalisationssequenzen wie IκBα[153]. IκB² kontrolliert NFκB-Aktivita¨t
in Komplexen, die ausschließlich RelA und/oder cRel enthalten, durch Inhibition
der NFκB-gerichteten Transaktivierung u¨ber zytoplasmatische Retention der Rel-
Proteine [154].
Eine Fu¨lle von physiologischen und pathologischen Stimuli induziert und aktiviert
eine Gruppe von DNA bindenden Proteinen, die AP-1 Dimere bilden. Diese Protei-
ne schließen Jun, Fos und die ATF-Untergruppen ein. Verschiedene Studien zeigten,
daß AP-1 physiologische Funktionen in der Kontrolle der Zellproliferation, der neo-
plastischen Transformation und der Apoptose hat. Daru¨ber hinaus wurden in Unter-
suchungen Zielgene identifiziert, die die Effekte von AP-1 bei der Zellproliferation
und der Apoptose vermitteln. AP-1-Proteine, vorallem jene, die zur Jun-Gruppe
geho¨ren, kontrollieren das Leben und den Tod von Zellen durch ihre Fa¨higkeit, die
Expression und die Funktion von Zellzyklusregulatoren wie Cyclin D1, p53, p21,
p19(ARF) und p16 zu regulieren [155, 156].
Durch transiente Transfektion eines AP-1-Luc-Plasmids und anschließende Inkuba-
tion der transfizierten Zellen mit MIA sollte der Einfluß von MIA auf die AP-1-
Aktivita¨t detektiert werden. Es wurde in diesen Experimenten keine Regulation der
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AP-1-Aktivita¨t durch MIA festgestellt. In Gelshift-Assays konnte eine sehr schwa-
che negative Regulation von AP-1 durch MIA beobachtet werden. Diese Regulation
tritt sehr schnell auf (nach Inkubationszeit von 1min und 2min ) und ist in ku¨rzester
Zeit wieder reversibel. Das wu¨rde erkla¨ren, weshalb man im Luciferase-Assay keine
Regulation sieht. Das Zeitfenster dieses Assays ist dafu¨r zu groß.
Die schnelle und kurze negative Regulation von AP-1 ko¨nnte sich unmittelbar auf
c-Jun und c-Fos und die damit verbundenen Signalwege auswirken.
Wie sich anhand der Ergebnisse zeigt, ist die Regulation der Transkriptionsfaktoren
NFκB und AP-1 durch MIA ein sehr kurzzeitiges und reversibles Ereignis. Die bei-
den Transkriptionsfaktoren bilden das Ende verschiedener Signaltransduktionskas-
kaden. Da es mo¨glich ist, daß andere Transkriptionsfaktoren und Proteine ebenfalls
durch den Einfluß von MIA auf die Melanomzellen reguliert werden, wurden die
Signalkaskaden nicht nur an ihren Endpunkten untersucht.
4.2.2 Integrative zellula¨re Signalwege
Proteintyrosyl-Phosphorylierung ist eine essentielle Komponente in intrazellula¨ren
Signalwegen mit verschiedenen und entscheidenden Funktionen einschließlich der
Vermittlung von Zellproliferation, U¨berleben, Tod, Differenzierung, Migration und
Attachment. Diese Phosphorylierung wird durch die Balance zwischen den Akti-
vita¨ten der Proteintyrosin-Kinasen (PTK) und Proteintyrosin-Phosphatasen (PTP)
reguliert. Eine große Anzahl von PTKs wird durch Proto-Onkogene oder virale On-
kogene kodiert und ist deshalb in der Tumorentstehung und -progression involviert.
Im humanen Melanom scheinen die PTKs, bisher nur eine sehr kleine Rolle zu spie-
len. Es wurde jedoch nachgewiesen, daß humane Melanome und Melanomzellen mehr
Tyrosinphosphat enthalten als normale Melanozyten und einige Rezeptor-PTKs in
mehr als 90% der Melanomzelllinien u¨berexprimiert sind [157].
Im PTK-Akivita¨tsassay wurde der Einfluß von MIA auf die Proteintyrosyl-Phospho-
rylierung an zwei spezifischen Peptiden untersucht. Peptid A repra¨sentierte das Sub-
strat fu¨r die EGF-vermittelten PTKs, Peptid B fu¨r die Cdc2-vermittelten Kinasen.
Eine schwache negative Regulation der PTKs konnte bei Peptid A beobachtet wer-
den, wogegen die Phosphorylierung von Peptid B durch MIA nicht reguliert wurde.
Aus Daten von Vorarbeiten (Phosphospots) anderer Mitarbeiter ging hervor, daß
von den EGF-vermittelten PTKs vorallem die MAP Kinasen durch den Einfluß von
MIA negativ reguliert wurden. Zur Verifizierung dieser Vorarbeiten wurden MAPK-
Assays durchgefu¨hrt. Durch diese Assays wird die negative Regulation der MAP
Kinasen durch MIA besta¨tigt.
Die Signalu¨bertragung durch sequentiell hintereinandergeschaltete Proteinkinasen
ist ein sehr flexibles und leistungsfa¨higes Prinzip, mit dem Signale amplifiziert, diver-
sifiziert und reguliert werden ko¨nnen. Proteinkinasen sind einer Vielzahl von regula-
torischen Einflu¨ssen zuga¨nglich. Auf jeder Stufe einer Proteinkinase-Kaskade ist eine
positive oder negative Regulation mo¨glich, und die Intensita¨t eines Signals kann in
weiten Grenzen moduliert werden. Schlu¨sselelemente der intrazellula¨ren Signalu¨bert-
ragung, die vom Ras-Protein oder anderen Mitgliedern der Ras-Superfamilie aus-
geht, sind zytoplasmatische Proteinkinasen, die in Sa¨ugetieren aufgrund ihrer Re-
gulierbarkeit durch extrazellula¨re, ha¨ufig mitogen (zellteilungsfo¨rdernd) wirkende
Liganden als Mitogen-aktivierte Proteinkinase (= MAP Kinase, MAPK) oder als
extrazellula¨r regulierte Kinase (= ERK) bezeichnet werden. Der Signalweg, der von
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Mitogenen ausgeht und das Ras-Protein als zentrale Schaltstation hat, wird als
ERK-Weg bezeichnet. Es gibt unterschiedliche MAP Kinase, die in vom ERK-Weg
verschiedenen Signalwegen aktiv sind (siehe Abb. 4.4). Summarisch werden diese
verschiedenen Wege als MAPK-Wege bezeichnet.
Aufgrund der negativen Regulation der MAP Kinasen durch MIA ist anzunehmen,
daß sich dieses Regulationssignal auf die
”
downstream“-Substrate der MAP Kina-
sen auswirkt. Das bedeutet eine verminderte Phosphorylierung dieser Substrate. Der
Einfluß auf c-Jun kann durch die Untersuchungen zum Transkriptionsfaktor AP-1
ausgeschlossen werden, denn eine verringerte JNK-Aktivita¨t wu¨rde zu einer vermin-
derten c-Jun-Aktivita¨t fu¨hren. Dies ha¨tte eine negative Regulation des Transkrip-
tionsfaktors AP-1, dessen Hauptbestandteile c-Jun und c-fos sind, zu Folge. Eine
kurzfristige negative Regulation von AP-1 infolge einer Behandlung mit MIA wurde
in EMSA-Experimenten nachgewiesen. JNK, als Untergruppe der MAP Kinasen,
ko¨nnte deshalb durch MIA reguliert werden. Der Einfluß von MIA auf AP-1 ist be-
reits nach 1min und 2min Inkubationszeit detektierbar. Die negative Regulation der
MAP Kinasen wurde erst nach einer MIA-Inkubation von 1h, 2h und 4h beobachtet.
Es ist daher wahrscheinlich, daß sich die negative Regulation auf eine andere MAP
Kinase bezieht: ERK1/2, ERK5 oder p38. ERK 1/2 und p38 haben auch AP-1 als
Substrat (vgl. Abb. 4.4). Welcher MAPK-Weg der negativen Regulation von MIA
unterliegt, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
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Abb. 4.4: MAP Kinase-Kaskade. Dargestellt ist die Hierarchie der MAP Kinase Kas-
kade zusammen mit ihren wichtigsten ”downstream“ Substraten, die in den Zellzyklus
involviert sind. (nach [159])
Das zunehmende Phosphotyrosin-Level ist nicht nur auf eine erho¨hte PTK-Aktivita¨t
zuru¨ckzufu¨hren. Auch die abnehmende Phosphotyrosin-Phosphatase (PTP)-Aktivi-
ta¨t ko¨nnte dazu beitragen. Eine schwache Grundaktivita¨t der PTP in Melanomzellen
konnte auch im durchgefu¨hrten PTP-Assay detektiert werden. Eine Regulation die-
ser Aktivita¨t durch MIA wurde nicht beobachtet. PTP-Gene sind Tumorsuppressor-
Kandidaten und ein Verlust ihrer Expression ko¨nnte zur Melanomentstehung bei-
tragen [158].
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4.3 MIA-Expression regulierende Signalwege
Das Protein MIA wird ausschließlich von Melanomzellen exprimiert und sezerniert.
Melanozyten zeigen keine MIA-Expression. Das fu¨hrt zu der These, daß wa¨hrend
der Melanomentstehung MIA-Expression regulierende Signalwege aktiviert werden.
Die Untersuchung der MIA-Expression regulierenden Signalwege erfolgte mit der
Methode der in vivo Expressionsklonierung (ivEc). Das Prinzip dieser Methode ba-
siert auf der Generierung von Plasmid-cDNA-Expressionsbanken aus Phagen-cDNA-
Expressionbanken. 8 Klone wurden aus den Plasmid-cDNA-Expressionsbanken iso-
liert, in einem MIA-spezifischen ELISA als Expressions-regulierend nachgewiesen
und sequenziert. Die Sequenzen wurden in den Datenbanken des NCBI/NIH [192]
mit bekannten Proteinen verglichen, um Homologien zu finden.
Der Klon II/4 weist Homologien zur Biliverdin Reduktase B auf. Die Homologien
zwischen dem Klon II/4 und der Biliverdin Reduktase B befinden sich im Bereich
von Aminosa¨ure 22 bis 205 der Biliverdin Reduktase B. In der Region von Ami-
nosa¨ure 25 bis 76 ist die KTN NAD-Bindungsdoma¨ne lokalisiert.
Die humane Biliverdin Reduktase ist eine Serin/Threonin-Kinase, die die Re-
duktion des Ha¨m-Oxygenase Aktivita¨tsproduktes, Biliverdin zu Bilirubin kataly-
siert. Die dimere Form bindet an ein 100mer DNA-Fragment, das der murinen
Ha¨m-Oxygenase-1-Promotor-Region entspricht und zwei AP-1-Bindestellen umfaßt.
Die Biliverdin Reduktase scheint damit eine Rolle in der Signalkaskade der AP-1-
Komplex-Aktivierung zu spielen, die fu¨r die Ha¨m-Oxygenase-1 Reaktion auf oxida-
tiven Streß notwendig ist [160].
Die Biliverdin Reduktase hat einzigartige duale pH-/duale Co-Faktor-Anforderungen.
Das Enzym unterliegt einer Autophosphorylierungsreaktion, die fu¨r die Enzymakti-
vita¨t notwendig ist. Die Aktivita¨t und das Phosphorylierunglevel nehmen in Reak-
tion auf H2O2 zu [161].
Untersuchungen zeigen, daß kultivierte Melanomzellen ohne Serumstimulation Super-
oxid-Anionen (O2
−) produzieren. Diese Superoxid-Generierung wurde durch den
NAD(P)H:Quinon Oxidoreduktase (NQO)-Inhibitor Dicumarol und das Quinon-
Analogon Capsaicin reduziert. Ein Elektronentransfer von NQO durch einen Quinon-
vermittelten Signalweg ko¨nnte in Tumorzellen ein bedeutender Ursprung fu¨r endo-
gene reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sein [148]. Oxidations- und Reduktionspro-
zesse (Redox-Prozesse) spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Expression
der Zelloberfla¨chen-Adhesionsmoleku¨len VCAM-1 und ICAM-1 [162]. ICAM-1 und
VCAM-1 spielen eine Rolle in der Metastasierung von Tumoren. Sie vermitteln das
Attachment der Tumorzelle zur endothelialen Zelloberfla¨che [163]. Untersuchungen
haben gezeigt, daß die ICAM-Expression im malignen Melanom sta¨rker ist als in
benignen La¨sionen. Die Expression ist mit zunehmender vertikaler Tumordicke in
Prima¨rtumoren erho¨ht. Von Melanomzellen ausgeschu¨ttentes ICAM-1 kann die In-
teraktionen zwischen Lymphozyten und Tumorzellen inhibieren und zum U¨berleben
des TUmors beitragen [69].
Die Biliverdin-Reduktase geho¨rt zur Familie der Flavin-enthaltenden NAD(P)H-
Reduktasen. Flavine sind in Ein- und Zwei-Elektron-Transferprozessen involviert
und spielen eine sehr wichtige Rolle in der Kopplung der Zwei-Elektronen-Oxidation
der meisten organischen Substrate mit dem Ein-Elektronen-Transfer der Atmungs-
kette. Sie sind als vielseitige Verbindungen bekannt, die sowohl elektrophile als auch
nukleophile Eigenschaften haben ko¨nnen. Durch ihre Fa¨higkeit Superoxid zu pro-
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duzieren, tragen Flavine zum oxidativen Streß bei. Gleichzeitig sind sie aber in die
Reduktion von Hydroperoxiden involviert [164].
Melanomzellen genernieren spontan reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Durch eine
Aktivierung Flavin-enthaltenden NAD(P)H-Reduktasen wa¨hrend der Melanoment-
stehung wu¨rde das Level an ROS ansteigen. Dies ko¨nnte sich regulatorisch auf die
MIA- und die Zelloberfla¨chen-Adhesionmoleku¨l-Expression auswirken. Ein Zusam-
menhang zwischen ROS und MIA wurde bisher noch nicht nachgewiesen.
Eine U¨berexpression dieses Klons in Melanomzellen wurde im murinen, jedoch nicht
im humanen System beobachtet.
Der Klon II/5 weist Homologien zur ATPase Untereinheit 6 auf. Die Homologien
zwischen dem Klon II/5 und der ATPase Untereinheit 6 befinden sich im Bereich
von Aminosa¨ure 5 bis 171 der ATPase Untereinheit 6 und sind somit nicht auf eine
Doma¨ne der ATPase Untereinheit 6 beschra¨nkt.
Eine U¨berexpression dieses Klons in Melanomzellen wurde im humanen, jedoch nicht
im murinen System beobachtet.
In Untersuchungen wurde eine Abnahme mitochondrialer RNAs (16S rRNA, 12S-
rRNA, NADH-Dehydrogenase Untereinheit 6, ATPase Untereinheit 6, Cyto-
chrom Oxidase (Untereinheiten I und III) beobachtet. Diese negative Regulation
der mitochondrialen RNAs ko¨nnte einen allgemeinen Selbstschutz-Mechanismus der
Zellen gegen oxidativen Streß repra¨sentieren [165].
Eine Assoziation dieser Proteingruppe zur Tumorentstehung und -progression wur-
de bisher noch nicht gezeigt, erst Folgeexperimente ko¨nnten die Rolle der ATPase
Untereinheit 6 kla¨ren.
Der Klon II/9A weist Homologien zum Glioma Tumorsuppressorprotein 2 auf. Die
Homologien zwischen dem Klon II/9A und dem Glioma Tumorsuppressorprotein 2
befinden sich im Bereich von Aminosa¨ure 14 bis 201 des Glioma Tumorsuppressor-
proteins 2 und sind somit nicht auf eine Doma¨ne des Glioma Tumorsuppressorprote-
ins 2 beschra¨nkt. Identitische Aminosa¨uren sind in folgenden Regionen des Glioma
Tumorsuppressorproteins 2 detektierbar: 154-166, 181-189 und 194-201. Eine Zuord-
nung zu distinkten Doma¨nen war mit den Datenbanken des NCBI/NIH [192] nicht
mo¨glich.
Eine U¨berexpression dieses Klons in Melanomzellen wurde im humanen, jedoch nicht
im murinen System beobachtet.
Das maligne Gliom weist in der Entstehung und der Progression Parallelen zum
malignen Melanom auf. Es ist wie auch das Melanom ein aggressiver und hochinva-
siver Tumor. Ein Verlust des INK4A/ARF- und des PTEN-Locus wurden im Gliom
nachgewiesen. Im Melanom sind diese Loci deletiert oder mutiert. Wie im malignen
Melanom sind auch im malignen Gliom das Retinoblastom- und das p53-Gen mu-
tiert [166].
Eine negative Regulation des Glioma Tumorsuppressorprotein 2 ko¨nnte bei
der Melanomentstehung und -progression sowie der MIA-Induktion eine wichtige
Rolle spielen. Dieser zuna¨chst theoretische Ansatz muß jedoch erst durch Folgeex-
perimente nachgewiesen werden.
Der Klon II/13I weist Homologien zu bestimmten Bereichen den Pro-Isomerase-
Doma¨nen von Cyclophilin A und von Ran-bindenden Protein 2 (RanBP 2) auf (vgl.
Abb. 4.5). Der Sequenzvergleich von Cyclophilin A, RanBP 2 und dem Klon II/13I
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zeigt, daß die 3 Sequenzen auch untereinander in den Pro-Isomerase-Doma¨nen die
sta¨rksten Homologien aufweisen (siehe Abb. 4.6). Diese Doma¨ne repra¨sentiert ei-
ne Peptidyl-Prolyl-Isomerase. Isomerasen katalysieren Isomerisierungreaktionen der
Peptidkette. Isomerisierungsreaktionen an der Peptidkette ko¨nnen posttranslational
oder im Rahmen von Transportprozessen in der Zelle stattfinden. Dies hat Konse-
quenzen fu¨r die Geometrie der Peptidbindung. Doppelbindungsanteil und Planarita¨t
erkla¨ren die cis-trans-Isomerie der Peptidbindung. Die trans-Konfiguration ist ener-
getisch stark begu¨nstigt. Die cis-Form wird in seltenen Fa¨llen in nativen Proteinen
bei einzelnen Peptidbindungen, vorallem bei X-Pro-Sequenzen, gefunden. Das se-
kunda¨re Amin des Prolins senkt die Energiedifferenz zwischen cis- und trans-Form
[167]. Die Pro-Isomerase-Doma¨ne beeinflußt damit, die Struktur und die Stabilita¨t
von Peptidbindungen und -ketten.
Eine U¨berexpression dieses Klons in Melanomzellen wurde sowohl im humanen wie
auch im murinen System beobachtet.
  

	 
ﬁﬀ

ﬂﬃ 
 !	
	"ﬃ 
 #
ﬃ  
#

$
  %
&
	"ﬃ 
 #
'ﬃ  
#
(

)+*
-,

../
Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Proteinstrukturen von A = RanBP 2
und B = Cyclophilin A.
Cyclophilin A (Cyp-A), ein lo¨sliches zytoplasmatisches Immunophilin, ist fu¨r seine
Involvierung in die T-Zell-Differenzierung und Proliferation bekannt. Es spielt eine
zentrale Rolle in der Immunantwort und ist am sta¨rksten im Gehirn konzentriert, wo
seine Funktion noch weitgehend unbekannt ist [168]. Reaktive Sauerstoffspezies sind
in die Pathogenese von Arteriosklerose, Hypertension und Restenose mit einbezogen,
teilweise durch Unterstu¨tzung des Wachstums glatten Gefa¨ßmuskelzellen (VSCM).
Viele VSCM Wachstumsfaktoren werden durch VSCM ausgeschu¨ttet und wirken in
einer autokrinen Art und Weise. Cyp-A wird von VSCM als Reaktion auf oxidati-
ven Streß abgesondert und vermittelt eine Aktivierung von ERK1/2 (extracellular
signal-regulated kinase) und des VSCM Wachstums durch reaktive Sauerstoffspezi-
es [169]. Melanomzellen generieren spontan reaktive Sauerstoffspezies, wodurch es
nicht nur zu einer konstitutiven Aktivierung von NFκB kommt, sondern es durch-
aus mo¨glich wa¨re, daß durch diesen oxidativen Streß Cyp-A ausgeschu¨ttet werden
und in Signalkaskaden wie den ERK-Signalweg regulierend eingreifen ko¨nnte. Cyp-A
ko¨nnte auch in Melanomzellen einen sekretierten Wachstumsfaktor darstellen, der
durch oxidativen Streß induziert wird. Die Homologien des Klon II/13I finden sich
nicht zum Cyclophilin A-Gesamtprotein, sondern nur zur Pro-Isomerase-Doma¨ne.
Ein Protein mit nur dieser Doma¨ne sollte in der Lage sein, die gleiche Funktion aus-
zuu¨ben wie das ganze Protein, da diese Doma¨ne fu¨r die funktionellen Eigenschaften
von Cyclophilin A verantwortlich ist.
Das Ran-bindende Protein 2 (RanBP2) ist ein riesiges Geru¨st- und Cyclophilin-
102 KAPITEL 4. DISKUSSION
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Abb. 4.6: Homologien zwischen RanBP 2, Cyclophilin A und II/13I. Homologe
Aminosa¨uren sind hellgrau unterlegt, identische zwischen den 3 Proteinen dunkelgrau.
verwandtes Nukleoporin, das in den Ran-GTPase-Zyklus einbezogen ist. Struktur-
Funktionsstudien an bovinem RanBP2 weisen darauf hin, daß dieses Protein in
zusammenha¨ngende Zellkern-Zytoplasma-Transportsignalwege einbezogen ist [171].
Die Lokalisation von RanBP2 an den zytoplasmatischen Fibrillen geht vom nuklea-
ren Core-Komplex aus. Die Interaktion mit der Ran-GTPase unterstu¨tzt die Rolle
in integrierten Zellkern-Zytoplasma-Transportprozessen. Die Zinkfinger-Motive von
RanBP2 weisen eine hohe Spezifita¨t fu¨r den nuklearen Exportfaktor, Exportin-1,
auf. RanBP2 stellt sich damit als eine Schlu¨sselkomponente des nuklearen Exportsi-
gnalweges heraus [172]. RanBP2 ko¨nnte im Melanom zusammenha¨ngende Zellkern-
Zytoplasma-Transportsignalwege regulieren, so daß es zu einer Aktivierung der MIA-
Expression kommen ko¨nnte. Die Homologien des Klons II/13I finden sich jedoch
nur in der Pro-Isomerase-Doma¨ne des RanBP2 wieder. Ein Protein mit nur dieser
Doma¨ne ko¨nnte analog zu Cyclophilin A wirken. Die Erhaltung der Gesamtfunktion
von RanBP2 ist unwahrscheinlich, da die Pro-Isomerase-Doma¨ne im RanBP2 nicht
die Haupteigenschaft des Proteins widerspiegelt. Eine Assoziation dieser Protein-
gruppe zur Tumorentstehung und -progression wurde bisher noch nicht gezeigt, erst
Folgeexperimente ko¨nnten einen Beitrag dazu leisten.
DerKlon II/22A weist Homologien zu Desmoplakin I und Homologien zu MAPKK
5 (MEK5) auf. Die Analyse von Desmoplakin I, MEK5 und II/22A im Programm
DNAMAN zeigt zwischen den 3 Proteinen Homologien in der C-Doma¨ne der Plakin-
Wiederholungen des C-terminalen Bereichs von Desmoplakin I (vgl. Abb. 4.7).
Eine U¨berexpression dieses Klons in Melanomzellen wurde im humanen, jedoch nicht
im murinen System beobachtet.
Desmosomen sind intrazellula¨re Verbindungen, in denen Cadherin-Zelladhesionsmole-
ku¨le mit dem System der Intermedia¨rfilamente (IF) verbunden sind. Desmoplakin
ist ein Mitglied der Plakin-Familie von IF-bindenden Proteinen. Die C-terminale
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Abb. 4.7: Homologien zwischen Desmoplakin, MAPKK5 und II/22A. Homologe
Aminosa¨uren sind hellgrau unterlegt, identische zwischen den 3 Proteinen dunkelgrau.
Doma¨ne von Desmoplakin vermittelt die Bindung zwischen den IFs und den Des-
mosomen [173]. Es konnte gezeigt werden, daß Desmoplakin fu¨r die epidermale In-
tegrita¨t essentiell ist [174]. Die Homologien des Klons II/22A zum Desmoplakin I
liegen im Bereich der Aminosa¨uren 1579-1920 des Desmoplakins I. Das entspricht
der C-Doma¨ne der Plakin-Wiederholungen des C-terminalen Bereich (vgl. Abb. 4.8).
Die C-terminalen Doma¨nen des Desmoplakins I interagieren mit den Intermedia¨rfi-
lamenten.
Eine U¨berexpression von Desmoplakin wu¨rde im malignen Melanom zu einer Vera¨n-
derung der epidermalen Integrita¨t fu¨hren, die sich negativ auf die Metastasierung
auswirken wu¨rden. Der Klon II/22A weist Homologien nur zu einem Teil des Pro-
teins Desmoplakin auf. Es ist mo¨glich, daß eine negative Wirkung auftritt, wenn
ein Protein exprimiert wird, das nur die C-Doma¨ne der Plakin-Wiederholungen des
C-terminalen Bereichs von Desmoplakin, tra¨gt. Das wu¨rde die Metastasierung un-
terstu¨tzen.
DasMAPKK-5 (MEK5)-ERK5-Tandem ist eine neue MAPK-Kassette, die in die
mitogene Aktivierung durch den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) involviert
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Abb. 4.8: Struktur von Desmoplakin I. (nach [175])
ist. Es wurde gezeigt, daß atypische Proteinkinase C Isoformen (aPKC) fu¨r Zell-
wachstum und Proliferation notwendig sind. MEK5 ist ein Ziel der aPKC wa¨hrend
mitogener Signalwege. Die aPKCs interagieren in einer EGF-induzierbaren Art und
Weise mit MEK5. Diese Interaktion ist fu¨r die MEK5-Aktivierung als Reaktion auf
EGF notwendig und ausreichend [176]. Eine Regulation der MIA-Expression infolge
einer MEK5-Aktivierung wa¨re durchaus denkbar, da bereits nachgewiesen wurde,
daß auch MIA durch EGF, TNF-α und Phorbolester aktivierbar ist. Die Homologien
des Klons II/22A zu MEK5 beschra¨nken sich nicht auf eine Doma¨ne, sondern sind
u¨ber das MEK5-Protein verteilt (Aminosa¨ure 12-438), ebenso die Homologien von
MEK5 zu Desmoplakin I.
Der Klon II/60B weist Homologien zum F-Box Protein Fbw2, zum Transkrip-
tionsfaktor EHF, zum Transkriptionsfaktor ESE-3A und zur Cytochrom c Oxidase
Untereinheit III auf. Eine U¨berexpression dieses Klons in Melanomzellen wurde we-
der im humanen noch im murinen System beobachtet.
Ein Sequenzvergleich dieser Proteine mit dem Programm DNAMAN zeigte, daß die
Transkriptionsfaktoren EHF und ESE-3A eine Identita¨t von 92% aufweisen. Ein
Vergleich von Fbw2, EHF, ESE-3A und Cytochrom c Oxidase Untereinheit III er-
gab eine Identita¨t von 35%. Die gemeinsame Analyse von Fbw2, EHF, ESE-3A,
Cytochrom c Oxidase Untereinheit III und II/60B im Programm DNAMAN zeigt
eine Identita¨t von 29%(vgl. Abb. 4.9). Diese Homologien befinden sich im Bereich
der Transaktivierung- und der DNA-Bindungsdoma¨ne von EHF/ESE-3 (vgl. Abb.
4.10).
Das F-Box Protein Fbw2 geho¨rt zur großen Familie der F-Box Proteine. Diese
Proteine sind durch ein ungefa¨hr 40 Aminosa¨uren-Motiv, die F-Box, charakterisiert.
Fbw2 entha¨lt außerdem noch 4 WD40-Wiederholungs-Doma¨nen (siehe Abb. 4.11).
Die Homologie des Klons II/60B zum F-Box Protein Fbw2 liegt im Bereich der
F-Box. Diese Doma¨ne zeigt auch Homologien zu den Proteinen EHF, ESE und
Cytochrom C Oxidase Untereinheit III (vgl. auch Abb. 4.9).
Einige F-Box Proteine spielen eine wichtige Rolle in der kontrollierten Degradierung
zellula¨rer regulatorischer Proteine [187]. Die unkontrollierte Degradierung regula-
torischer Proteine wurde in bestimmten Tumoren beobachtet. Es ist mo¨glich, daß
die deregulierten Ubiquitin-Ligasen eine Rolle in der vera¨nderten Degradierung von
Zellzyklus-Regulatoren spielen [188]. Eine Assoziation dieser Proteine wurde bei der
Melanomentstehung und -progression noch nicht gezeigt. Folgeexperimente ko¨nnten
die Rolle der F-Box-Proteine im malignen Melanom verdeutlichen. Durch eine U¨ber-
expression ko¨nnte es zu einer vera¨nderten Degradierung von Zellzyklus-Regulatoren
und infolgedessen zur MIA-Induktion und zur Metastasierung kommen.
4.3. MIA-EXPRESSION REGULIERENDE SIGNALWEGE 105
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Abb. 4.9: Homologien zwischen SFbw2, EHF, ESE-3A, Cytochrom c Oxidase
subunit III und II/60B. Homologe Aminosa¨uren zwischen 3 Proteinen sind hellgrau
unterlegt, homologe Aminosa¨uren zwischen 4 Proteinen mittelgrau und identische zwischen
den 5 Proteinen dunkelgrau.
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Abb. 4.10: Struktur von EHF/ESE. (nach [177])
Die funktionelle Charkterisierung der ETS-Transkriptionsfaktoren erlaubte eine As-
soziation mit einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen Rollen fu¨r diese
Proteine in der Regulation der Genexpression wa¨hrend der Reifung ha¨matopoe-
tischer Zelllinien sowie im Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung. Struk-
turelle Untersuchungen detektierten verschiedene Aminosa¨uredoma¨nen, die fu¨r die
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Abb. 4.11: Struktur von Fbw2.
Erkennung und transkriptionelle Aktivierung oder die Repression von Promotoren
bzw. Enhancern essentiell sind. Die Regulation der ETS-Proteine erfolgt teilweise
durch intramolekulare Wechselwirkungen mit anderen Transkriptionsfaktoren und
durch ihren Phosphorylierungsstatus [177]. Die ETS-Familie ist eine große Multigen-
Familie von Transkriptionsfaktoren, die sich die konservierte DNA-Bindungsdoma¨ne
”
ETS“ teilen und die verschiedene Oncoproteine einschließen, die die Tumorgenese
induzieren, wenn sie u¨berexprimiert werden.
Das ca. 300 Aminosa¨uren lange EHF-Protein (
”
ets homologous factor“) ist das
am sta¨rksten divergente Mitglied der ETS-Familie. Es ist stark verwandt mit dem
Onkoprotein ESX. EHF und ESX bilden zusammen eine neue ETS-Subfamilie [178].
EHF wird differentiell im Normal- und Tumorgewebe sowie in verschiedenen Tumor-
stadien exprimiert. Es wird in Organen u¨berexprimiert, von denen bekannt ist, daß
sie Tumore mit Deletionen auf dem Chromosom 11p12 bilden. EHF reprimiert die
ETS-2 induzierte Aktivita¨t von Stromelysin-1 und des Kollagenase-1-Promotors. Es
wird angenommen, daß EHF zur humanen Entwicklung und zur Karzinogenese bei-
tra¨gt, ein Kandidat fu¨r das 11p12 Tumorsuppressorgen ist [179].
Ungefa¨hr 85% aller Tumore (Karzinome und Adenome) gehen auf eine abweichende
Genexpression, hauptsa¨chlich im Dru¨senepithelgewebe, zuru¨ck. Das resultiert in De-
fekten in der Epithelzelldifferenzierung und -proliferation. Da viele ETS-Transkrip-
tionsfaktoren in die Tumorentwicklung einbezogen sind, ko¨nnten Epithel-spezifische
ETS-Faktoren als Hauptkandidaten in verschiedene epitheliale Tumoren involviert
sein. ESE-1 (auch als ESX bezeichnet) ist der Prototyp einer Epithel-spezifischen
ETS-Transkriptionsfaktor Subfamilie. ESE-3 zeigt eine sehr hohe Homologie zu
ESE-1 und ESE-2. ESE-3 wird wie ESE-1 und ESE-2 ausschließlich in epithelia-
len Zellen exprimiert, vor allem im Dru¨senepithel wie Prostata, Pancreas, Spei-
cheldru¨se und Trachea. Die Bindung von ESE-3 an Promotor-Sequenzen verschie-
dener Dru¨senepithel-spezifischer Gene fu¨hrt zu der Annahme, daß ESE-3 eine Rolle
in spa¨ten Stadien der Differenzierung spielt [180].
In Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß EHF/ESE-3 ein transkriptioneller
Repressor von einigen ETS/AP-1-Genen ist, einschließlich des Matrixmetalloprote-
inase I-Promotors. Es ist denkbar, daß EHF/ESE-3 ein wichitger regulatorischer
Faktor bei der Erhaltung von differenzierten Epithelzell-Pha¨notypen durch Modu-
lation des Zellkernsignals auf die MAPK-Kaskaden sein kann [181].
Eine U¨berexpression der ETS-Transkriptionsfaktoren ko¨nnte, im Rahmen der Me-
lanomentstehung, die Folge der Aktivierung des MEK5/ERK5-Signalweges (Klon
II/22A) sein, da die Mitglieder der ETS-Transkriptionsfaktor-Familie
”
downstream“
der MAPK-Kaskaden stehen. Eine Analyse der MIA-Promotorsequenz [112] und des
ETS-Bindungsmotivs CCGGAAGT [182] mit dem Programm DNAMAN zeigt eine
Bindungsstelle fu¨r Transkriptionsfaktoren der ETS-Familie in der Promotorregion
-1295 bis -1288. Die Transkriptionsfaktoren der ETS-Familie wa¨ren also in der La-
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ge, die Induktion von MIA zu aktivieren. Dieser Zusammenhang wurde bisher noch
nicht nachgewiesen.
Das Leben ho¨herer Organismen ist von einer effektiven ATP-Synthese durch oxida-
tive Phosphorylierung abha¨ngig. Eine molekulare Hypothese der physiologoischen
Regulation der oxidativen Phosphorylierung wurden durch Untersuchungen erhoben
[183]. In vivo wird ein hormonell kontrolliertes dynamisches Gleichgewicht zwischen
2 Stadien des Energiemetabolismus angenommen:
1. Ruhestadium mit geringer Bildung an reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS)
2. Erregungsstadium mit erho¨hter Bildung an ROS
Es ist bekannt, daß ROS das Altern beschleunigen und degenerative Krankheiten
sowie Tumore verursachen. In verschiedenen Studien hat sichCyctochrom C Oxi-
dase als ein molekularer Marker fu¨r oxidativen Streß etabliert [184]. Maligne Mela-
nome generieren spontan ROS, um die konstitutive Aktivierung des Transkriptions-
faktors NF-κB zu fo¨rdern. Es wa¨re mo¨glich, daß die Cytochrom C Oxidase auch im
malignen Melanom als molekularer Marker fu¨r den oxidativen Streß fungiert. Eine
Assoziation dieser Proteingruppe zur Melanomentstehung und -progression wurde
noch nicht gezeigt.
Der Klon II/60C weist Homologien zum ADP-Ribosylierungsfaktor GAP-1 auf.
Die Homologien finden sich in der katalytischen Doma¨ne am N-Terminus (Ami-
nosa¨ure 87-230) und im C-terminlaen Bereich (Aminosa¨ure 254-350) von ARF-
GAP1.
Eine U¨berexpression dieses Klons in Melanomzellen wurde im humanen System
beobachtet. Es wurde kein murines Analogon zur humanen Sequenz in den Daten-
banken des NCBI/NIH [192] gefunden.
Die dynamische Reorganisation des Actin-Zytoskeletts ist fu¨r eine sehr große An-
zahl von Zellfunktionen einschließlich Adhesion, Motilita¨t, Zytokenese, Phagozytose
und einige Aspekte des vesikularen Transports notwendig. Die GTPasen der Rho-
Familie, Rho, Rac und Cdc42, sind wichtige Regulatoren der Actin-Dynamik. Die
ADP-Ribosylierungsfaktor (ARF)-Familie der GTPasen ist bekannt fu¨r ihre Rolle
beim vesikularen Transport. Sie sind außerdem fu¨r die Regulation der Zytoskelett-
Montage wichtig. Untersuchungen haben gezeigt, daß es zwischen den Mitgliedern
der ARF- und der Rho-Familie signifikante Wechselwirkungen gibt [185].
GTP-bindende Proteine durchlaufen typische Zyklen von GTP-Bindung und Hydro-
lyse (siehe Abb. 4.12). Durch die Bindung von GTP gehen die Proteine aus einem
inaktiven in einen aktiven Zustand u¨ber. Die relativ geringe intrinsische GTPase-
Aktivita¨t der GTP-bindenden Proteine wird durch GTPase aktivierende Proteine
(GAP) versta¨rkt. GAPs regulieren sowohl die Aktivita¨t von Rho GTPasen als auch
von ARF GTPasen. Hierbei wird eine Unterteilung in 2 Klassen gemacht, entweder
Rho-GAP- oder ARF-GAP-Aktivita¨t, jedoch nicht beides [185]. Durch die Hydro-
lyse von GTP werden die Protene in eine inaktive, GDP-bindende Form u¨berfu¨hrt.
Der Austausch von GDP gegen GTP erfolgt unter Mitwirkung von Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEF).
Die Gene der Ras-Familie geho¨ren zu denjenigen Tumorgenen, die in humanen Tu-
moren am ha¨ufigsten mutiert sind. Als Folge der Mutationen wird die GTPase-
Aktivita¨t der Ras-Proteine blockiert, und die Proteine verbleiben in ihrer aktiven,
GTP-bindenden Form.
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Abb. 4.12: GTPase-Zyklus kleiner GTP-bindender Proteine.
ARF-GAP1 ist ein Mitglied der GAP (GTPase aktivierende Proteine)-Familie.
Das 415 Aminosa¨uren große Protein entha¨lt außer einer katalytischen Doma¨ne von
115 Aminosa¨uren am N-Terminus keine weiteren funktionellen Doma¨nen (siehe Abb.
4.13).
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Abb. 4.13: Struktur von ARF-GAP1. (nach [186])
ARF-GAP1 wurde als erstes ARF-GAP in den Membranen des Golgi-Apparates
entdeckt und scheint in die Bildung von Vesikeln im Golgi-Komplex involviert zu
sein. Die strukturelle Integrita¨t und Funktion des Golgi-Komplexes geht verloren,
wenn der Guanidin-Nukletid-Austausch von ARF1 durch Brefeldin A (BFA) inhi-
biert ist. Die U¨berexpression von ARF-GAP1 in COS-Zellen induziert einen a¨hnli-
chen Zellphenotyp wie die Behandlung mit BFA oder bildet ARF1-Formen, die nicht
in der Lage sind, Nukleotide zu binden. Vermutlich wird dadurch die Hydrolyse von
GTP-gebundendem ARF beschleunigt. Das resultiert wiederum in einer geringeren
Konzentration von aktivem, membrangebundenen ARF1. Obwohl die katalytischen
Doma¨ne ein Drittel des Proteins ausmacht, resultiert ein teilweiser Verlust der C-
terminalen Region in einer U¨berexpression von ARF-GAP1. ARF-GAP1 ko¨nnte ein
Effektor fu¨r ARF1 sein [186].
Die Proteinklasse der GAPs ist ein bedeutendes Instrument zur Kontrolle der Ge-
schwindigkeit der Signalu¨bertragung. Eine Aktivierung der GAPs fu¨hrt zum An-
schalten oder Abschwa¨chen einer Signalu¨bertragung. Vielfach wird die Aktivita¨t
der GAPs u¨ber andere Signalwege reguliert. Damit kann von anderen Signalwegen
aus ein regulatorischer Einfluß auf die Signalu¨bertragung durch G-Proteine ausgeu¨bt
werden.
Der Zeitpunkt der GAP-Aktivita¨t ist fu¨r die richtige ARF-Funktion von entschei-
dender Bedeutung. ARF1 stimuliert die Rekrutierung des Geru¨stproteins Paxillin zu
den fokalen Adhesionsstellen [185]. Eine Aktivita¨tsa¨nderung von ARF-GAP1, durch
U¨berexpression, wu¨rde in einer geringeren Konzentration von aktivem, membrange-
bundenen ARF1 resultieren. Die Stimulation von Paxillin ko¨nnte dadurch beeinflußt
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werden. Das ha¨tte negative regulatorische Auswirkungen auf die Signalwege, in die
dieses Protein involviert ist, wie z.B. den RAS-MAPK-Weg. Eine dominant negative
Wirkung von ARF-GAP1 wu¨rde das Level an aktivem ARF1 erho¨hen und ko¨nnte
nach weiteren Signalschritten die Aktivierung der MIA-Expression zur Folge haben.
ARF-GAP1 wa¨re ein indirekter Aktivator von MIA. Dieser Zusammenhang ist bis-
her eine Hypothese, da noch keine Interaktionsstudien durchgefu¨hrt wurden.
DerKlon II/60D weist Homologien zu c-Abl auf. Die Homologien zu c-Abl befinden
sich im C-terminalen Bereich des Proteins (Aminosa¨ure 858-1102). Die entspricht
der DNA- und der Actin-Bindungsdoma¨ne (siehe Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Doma¨nen-Struktur von c-Abl. SH - Src homologe Doma¨nen 2 und 3, DNA
- DNA-Bindungsdoma¨ne, ADB - Actin-Bindungsdoma¨ne zickzack-Linie - Myristinsa¨ure-
Anker, Y - Tyr412, Hauptposition fu¨r Autophosphorylierung, NLS - Kernlokalisationssi-
gnal (nach [191])
Eine U¨berexpression dieses Klons in Melanomzellen wurde sowohl im humanen als
auch im murinen System beobachtet.
c-Abl ist eine ubiquita¨r (nuklear und zytoplasmatisch) exprimierte Proteintyrosin-
kinase. Ein besonderes Merkmal der Abl-Tyrosinkinase ist deren komplexe Struktur
(siehe Abb. 4.14). Der gro¨ßte Teil der Abl-Kinase-Aktivita¨t findet sich im Zellkern
und es ist, auch aufgrund des Vorkommens einer DNA-Bindungsdoma¨ne, zu ver-
muten, daß die Abl-Kinase an der DNA bzw. am Chromatin aktiv ist. Man findet
die Abl-Kinase daru¨berhinaus auch in Assoziation mit der Plasmamembran und mit
dem Zytoskelett. Die komplexe Struktur und die variable zellula¨re Lokalisaion lassen
vermuten, daß die Abl-Kinase an verschiedenen Signalwegen beteiligt ist.
c-Abl ist eine Vielzahl von zellula¨ren Wachstums- und Differenzierungsprozessen
involviert. Es ist nicht konstitutiv tyrosinphosphoryliert und seine katalytische Ak-
tivita¨t ist sehr niedrig [189]. Die Aktivierung von c-Abl kann durch verschiedene Sti-
muli erfolgen, einschließlich oxidativem Streß, DNA-Scha¨den, Integrin-Engagement,
Wachstumsfaktoren und Kinasen der Src-Familie. Strukturelle Vera¨nderungen rufen
eine konstitutive Aktivierung von c-Abl hervor, die zu einer onkogenen Transforma-
tion fu¨hren [190].
Eine stark erho¨hte Tyrosinkinase-Aktivita¨t ko¨nnte eine wichtige Rolle bei der Ent-
stehung des malignen Melanoms spielen. Der gro¨ßte Teil der Abl-Kinase-Aktivita¨t
befindet sich im Zellkern und aufgrund der DNA-Bindungsdoma¨ne liegt es nahe, daß
die Abl-Kinase an der DNA bzw. am Chromatin aktiv. Die Homologie des Klons
II/60D zur DNA- und der Actin-Bindungsdoma¨ne la¨ßt vermuten, daß ein Protein,
das nur die DNA- und der Actin-Bindungsdoma¨ne von c-Abl in seiner Struktur auf-
weist, mit der DNA bzw. dem Chromatin interagieren kann. Aufgrund der fehlenden
anderen Doma¨nen ist eine vollsta¨ndige Kinaseaktivta¨t nicht mo¨glich.
Die Aktivierung der MIA-Expression kann jedoch die Folge eines negativen Einflus-
ses sein. Die MIA-Expression muß dabei nicht der direkte Effekt sein. Es ist mo¨glich,
daß die Regulation erst nach mehreren zwischengeschalteten Prozessen erfolgt.
Zusammenfassend ergibt sich folgende Schlußfolgerung:
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Es gibt Hinweise, daß die zu den gescreenten Klonen homologen Proteine die MIA-
Expression wahrscheinlich nicht direkt regulieren, sondern Bestandteile einer Re-
gulation u¨ber verschiedene Signalkaskaden sein ko¨nnten. In Abb. 4.15 wurde fu¨r
4 der 8 Klone ein mo¨glicher theoretischer Zusammenhang in einer Signalkaskade
dargestellt. Ob die Regulation der MIA-Expression tatsa¨chlich nach diesem Schema
abla¨uft, wurde noch nicht untersucht.
ARF-GAP1 (II/60C)
MEK5 (II/22A)
ETS-Transkriptions-
faktoren EHF/ESE-3A
(II/60B)
ERK5
Raf
ARF1 inaktiv ARF1 aktiv RAS
MIA-Expression
CypA (II/13I)
??
Abb. 4.15: Theoretische Involvierung der ivEc-Klone in eine Signalkaskade zur
Regulation der MIA-Expression.
Andere mo¨gliche Wege fu¨r die Regulation der MIA-Expression sind in Abb. 4.16
dargestellt. Auch hier muß eine Besta¨tigung durch Folgeexperimente noch erfolgen.
   	


ﬀﬂﬁ ﬃ! "#%$&%'( ()
$*+,+ﬁ +$.-0/213 24
576 89: ;=<>@?BADCE7FHGD<
IJKL=MON08+PJ#;QC0R R STF
?VUE8PJXW;NYJ=Z[<
J7: ;7\J=: N]^C0R R Sﬂ_`F
a2b Nc7d\7Zce a
fhg : K78PJ
W;N0J#Z0J7: ;7\J=: NVR R R
C0R R Sjii?hF
MIA-Expression
k 6 : cel8
U#L7elcZYP=L7m7m7Z0J`P`PcZ[<
m7Zc#N0J=: ;ni
C0R R Sjo+?hF
phqsr t&r%u vOwﬀxjy7zO{ z&r%u vwﬀx
|}
zO~ z&~ zu vw
Abb. 4.16:Theoretische Involvierung der ivEc-Klone in verschiedene Signalwege
zur Regulation der MIA-Expression.
Kapitel 5
Zusammenfassung und Ausblick
5.1 Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit bescha¨ftigt sich mit dem Protein MIA (Melanoma Inhibitory
Activity): seinen Interaktionspartnern, seinem Einfluß auf die Regulation von zel-
lula¨ren Signalwegen und den MIA- Expression regulierenden Signalwegen.
In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Methode des Phage Displays eine umfangreiche
Bibliothek zufa¨lliger 12mer-Peptid-Sequenzen zur Identifizierung von Interaktions-
partnern des Proteins MIA gescreent. 30 Peptide dieser Bibliothek wurden isoliert,
sequenziert und im ELISA-Test als MIA-interagierend identifiziert.
MIA interagiert mit den Extrazellularmatrixproteinen Fibronektin und Laminin.
Da die Mo¨glichkeit besteht, daß die Peptide, auch mit MIA eine Bindung eingehen,
wenn sie sich in diesen Proteinen widerspiegeln, wurden die Peptide im Programm
DNAMAN untersucht, ob sie sich im Fibronektin und in der Laminin-α5-Kette wie-
derfinden.
Aus den Sequenzvergleichen mit dem Programm DNAMAN geht hervor, daß sich
die Peptide ausschließlich im Fibronektin-Doma¨nenstruktur Typ III wiederfinden.
In den Fibronektin-Typ III-Doma¨nen 1, 2, 3, 4, 9 und 15 sind es jeweils 3 Peptide,
jeweils 2 Peptide in den Fibronektin-Typ III-Doma¨nen 8, 11, 13 und jeweils 1 Peptid
in den Fibronektin-Typ III-Doma¨nen 5, 6, 7, 10, 12. 4 Peptidhomologien befinden
sich in der Precursor-Region und 6 in CS-3 (V-Region).
Fu¨r die Laminin-α5-Kette konnte gezeigt werden, daß eine Ha¨ufung von Peptidhomo-
logien im Bereich der
”
G-repeat“-Doma¨nen auftritt. In der G1- und der G3-Doma¨ne
sind jeweils 4 Peptide homolog, in der G2- und der
”
coiled coil“-Doma¨ne jeweils 3
Peptide, in der G4-Doma¨ne 12 Peptide und 6 Peptide in der G5-Doma¨ne.
Die Peptide wurden nicht nur jedes einzeln fu¨r sich betrachtet und ausgewertet, son-
dern auch untereinander auf mo¨gliche Konsensus-Motive untersucht. 2 von 30 Pep-
tidsequenzen (A46 und 0500-4) sind zu 100% identisch (TSASTRPELHYP), jeweils
3 Peptid-Paare haben eine Konsensus-Sequenz mit 4 (WRTL, HLNXL, FHWXXXL
- wobei X eine beliebige Aminosa¨ure ist) bzw. 5 Aminosa¨uren (TXXTXXPSV,
SPSXXXPV, HXNXXWPW - wobei X eine beliebige Aminosa¨ure ist), und 9 Paare
weisen 3 identische Aminosa¨uren auf. Die 3er Konsensus-Sequenzen werden von 2
(VHN, TPL, LPS, FLP, TLP, HWP, WHW, RPP) bzw. 3 Peptiden (TRP) gebildet.
Diese Motive sind zusammenha¨ngend. 7 von 9 haben wenigstens ein Prolin und 4
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von 9 weisen eine Kombination der Aminosa¨uren Leucin und Prolin auf.
Die dreidimensionale Struktur von MIA zeigt, daß das Protein eine SH3-a¨hnliche
Doma¨ne aufweist [118]. Die Ligandenbindung an SH3-Doma¨nen erfolgt u¨ber Prolin-
reiche Sequenzen von ca. 10 Aminosa¨uren, wobei Prolin-reiche Peptide sehr gute
Bindungssubstrate darstellen. Betrachtet man die mittels Phage Display erhaltenen
Peptide, so fa¨llt auf, daß 63,6% der Peptide (21 von 33) zwei und mehr Proline,
21,1% (7 von 33) ein Prolin und 15,1% (5 vom 33) kein Prolin in ihrer Sequenz
aufweisen. Das la¨ßt vermuten, daß die Prolin-reichen Peptide aufgrund ihrer Proline
ideale Interaktionspartner fu¨r MIA sind. Diese Untersuchungen wurden im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefu¨hrt.
Die Auswertung der Konsensus-Sequenzen mit der NCBI/NIH- [192] und der eMOTIF-
Datenbank [194] stellte sich fu¨r die aus 3, 4 und 5 Aminosa¨uren bestehenden Motive
als sehr schwierig heraus. Diese Konsensus-Motive waren fu¨r die Datenbanken zu
kurz, um Homologien zu bekannten Proteinen zu finden. Fu¨r die Peptidsequenz des
identischen Paares (n = 12), TSASTRPELHYP, wurde in der Proteindatenbank des
NCBI/NIH [192] eine Homologie zum Glypican-1-Vorla¨uferprotein gefunden.
Durch die
”
U¨bersetzung“ der Peptide in apolar (a), polar ungeladen (pu), polar ge-
laden (pg) mit einem von Dr. Jo¨rg Breibach eigens dafu¨r geschriebenen Programm
(siehe Anhang B) wurden deutlich mehr Konsensus-Sequenzen erhalten, vor allem
auch solche, die la¨nger als 5 Aminosa¨uren sind. Bei den 4er-, 5er- und 6er-Motiven
fa¨llt auf, daß die Mehrheit der Motive apolar-polar ungeladene Aminosa¨ure-Abfolgen
aufweist. Es ist denkbar, daß fu¨r die Bindung von MIA an seine Interakionspartner
bereits die Polarita¨t der Aminosa¨uren ausschlaggebend ist. Das wu¨rde bedeuten, daß
eine bindungsa¨hnliche Wechselwirkung von MIA schon bei homologen Aminosa¨uren
mo¨glich wa¨re.
MIA maskiert durch die Bindung an die Proteine der Extrazellularmatrix (ECM),
Fibronektin und Laminin, die Bindestellen fu¨r die auf der Zelloberfla¨che befindli-
chen Integrine. Die Melanomzelle kann u¨ber die Integrine nicht mehr an die ECM
binden und migriert. Intrazellula¨r werden durch die Bindung einer Zelle an die ECM
eine Vielzahl verschiedener Signalkaskaden aktiviert. Aufgrund der Maskierung der
Integrin-Bindestellen durch MIA und das damit verbundene Detachment der Inte-
grine ko¨nnte die Regulation von Transkriptionsfaktoren und integrativen zellula¨ren
Signalwegen beeinflußt werden.
In verschiedenen Studien wurde gezeigt, daß NFκB die Apoptose in vielen Zellty-
pen kontrolliert und normalerweise als unmittelbarer Stressantwort-Mechanismus
fungiert, der durch multiple Inhibitorkomplexe reguliert wird. Die konstitutive Ak-
tivierung von NFκB ist ein herausragendes Merkmal verschiedener Tumorarten, ein-
schließlich Mamma-, Colon-, Pankreas-, Ovarkarzinom und Melanom. In die Regula-
tion der Aktivita¨t von NFκB, im Zusammenhang mit dem U¨berleben der Zelle, sind
Integrine wie das Integrin αvβ3 involviert. Aus diesem Grund wurde der Einfluß
von MIA auf die Regulation von NFκB untersucht.
Eine kurze Aktivierung der NFκBp50-Untereinheit durch MIA nach 30min Inkubati-
on wurde in EMSA-Experimenten und Immunfluoreszenzen detektiert. Eine kurzzei-
tige positive Regulation der Aktivita¨t der NFκBp65-Untereinheit konnte in EMSA-
jedoch nicht Immunfluoreszenz-Untersuchungen detektiert werden. In Reportergen-
Assays wurde der Einfluß von MIA auf die NFκB-Aktivita¨t untersucht. Es war keine
signifikante Regulation der NFκB-Aktivita¨t durch MIA erkennbar. Das verdeutlicht,
daß ein kurzzeitiger Einfluß von MIA auf die Regulation von NFκB nachweisbar ist,
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aber keine langfristige Regulation detektierbar ist.
Im Zytosol liegt NFκB in inaktiver Form gebunden an IκB vor. Auf verschiede-
ne Stimuli hin wird IκB von der I-κB-Kinase phosphoryliert und dissoziiert vom
NFκB-Komplex ab. NFκB ist nun in seiner aktiven Form, transloziert in den Zell-
kern und aktiviert die Transkription entsprechender Zielgene. Eine Versta¨rkung der
Aktiverung von NFκB wu¨rde bedeuten, daß der Phosphorylierungs- und Dissozia-
tionsprozeß von IκBα beschleunigt werden wird. Wenn MIA NFκB aktiviert, sollte
im Zytosol eine verringerte Menge an IκBα sein, bedingt durch Dissoziation und an-
schließenden Degradierung. Durch eine zeitabha¨ngige Inkubation von Melanomzellen
mit MIA konnte keine Regulation des IκBα-Levels detektiert werden. Es wurde ins-
gesamt sehr wenig IκBα in Melanomzellen nachgewiesen. Auch die Behandlung von
Melanomzellen mit TNF-α, einen Aktivator von NFκB, hatte keinen Einfluß auf das
IκBα-Level.
Das klassische AP-1-Protein ist aus Fos und Jun zusammengesetzt, den Produk-
ten der Gene c-Fos und c-Jun. c-Jun und damit auch AP-1 stehen am Ende vieler
verschiedener intrazellula¨rer Signalwege. Aus diesem Grund wurde der Einfluß von
MIA auf die Regulation von AP-1 untersucht.
Fu¨r den Transkriptionsfaktor AP-1 konnte eine kurzzeitige schwache negative Re-
gulation von durch MIA in EMSA-Experimenten nach 1min und 2min Inkubation
gezeigt werden. In Reportergen-Assays wurde der Einfluß von MIA auf die AP-
1-Aktivita¨t untersucht. Im Luciferase-Assay war keine signifikante Regulation der
AP-1-Aktivita¨t durch MIA erkennbar. Das verdeutlicht, daß ein kurzzeitiger Ein-
fluß von MIA auf die Regulation von AP-1 nachweisbar ist, aber keine langfristige
Regulation detektierbar ist.
Wichtige Angriffspunkte fu¨r regulatorische Prozesse in einer Zelle sind Phosphory-
lierung- und Dephosphorylierungsreaktionen. Durch diese Reaktionen werden in der
Zelle Signalkaskaden aktiviert oder inhibiert. Das Protein MIA bindet an Proteine
der Extrazellula¨rmatrix und maskiert dadurch die Bindestellen fu¨r Integrine. Durch
Integrine wird intrazellula¨r eine Vielzahl von verschiedenen Signalkaskaden aktiviert
bzw. inhibiert. Die Regulation dieser Signalwege, durch MIA-verursachtes Detach-
ment der Integrine, wurden bisher noch nicht untersucht.
Im Proteintyrosinkinase-Assay wurde die Regulation der Proteintyrosinkinasen (PT-
Ks) durch MIA untersucht. Dazu wurden Mel Im-Zellen zeitabha¨ngig mit MIA be-
handelt und anschließend die Aktivita¨t der PTK u¨ber die Phosphorylierung von zwei
spezifischen Peptiden A und B detektiert. Peptid A wird durch die EGF-vermittelten
PTKs und Peptid B durch die Cdc2-vermittelten PTKs phosphoryliert. Es ist zu
sehen, daß eine schwache negative Regulation bei Peptid A, den EGF-vermittelten
PTKs, nach 2h Inkubation mit MIA zu verzeichnen ist. Die Phosphorylierung von
Peptid B, durch die Cdc2-vermittelten PTKs, wird durch MIA nicht reguliert.
Im Proteintyrosinphosphatase-Assay wurde die Regulation der Proteintyrosinphos-
phatasen (PTPs), den Gegenspielern der PTKs, durch MIA untersucht. Dazu wur-
den Mel Im-Zellen zeitabha¨ngig mit MIA behandelt und anschließend die Aktivita¨t
der PTPs u¨ber die Dephosphorylierung von zwei spezifischen Peptiden A und B
detektiert. Peptid A sollte von den Cdc2-vermittelten PTPs dephosphoryliert wer-
den und Peptid B von den EGF-vermittelten PTPs. Es wurde beobachtet, daß eine
Grundaktivita¨t der PTPs bei beiden Peptiden vorhanden und eine schwache negative
Regulation der Dephosphorylierung durch MIA bei Peptid B, den EGF-vermittelten
PTPs, nach 1h Inkubation mit MIA detektierbar ist. Die Dephosphorylierung von
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Peptid A, durch die Cdc2-vermittelten PTPs, wird durch MIA nicht reguliert. Eine
schwache Grundaktivita¨t der PTP in Melanomzellen konnte auch im durchgefu¨hrten
PTP-Assay detektiert werden. Eine Regulation dieser Aktivita¨t durch MIA wurde
nicht beobachtet. Es ist durchaus mo¨glich, daß die Grundaktivita¨t so niedrig ist,
daß Regulationprozesse nicht mehr meßbar sind.
Durch die Regulation von Peptid A erfolgte mittels PTK-Assay eine Einengung der
PTK auf die EGF-vermittelten Tyrosinkinasen. Der Einfluß von MIA auf die Akti-
vita¨t der MAP Kinasen wurde mit einemMAP Kinase spezifischen Assay untersucht.
Durch die Ergebnisse des PTK-Assays in Kombination mit Ergebnissen aus Vorun-
tersuchungen konnte auf die MAP Kinasen fokussiert werden. Es ist deutlich eine
negative Regulation der MAP Kinase-Aktivita¨t, nach ein-, zwei- und vierstu¨ndiger
Inkubation mit MIA zu sehen.
Aufgrund der negativen Regulation der MAP Kinasen durch MIA ist anzunehmen,
daß sich dieses Regulationssignal auf die
”
downstream“-Substrate der MAP Kina-
sen auswirkt. Das bedeutet eine verminderte Phosphorylierung dieser Substrate. Der
Einfluß auf c-Jun kann durch die Untersuchungen zum Transkriptionsfaktor AP-1
ausgeschlossen werden, denn eine verringerte JNK-Aktivita¨t wu¨rde zu einer vermin-
derten c-Jun-Aktivita¨t fu¨hren. Dies ha¨tte eine negative Regulation des Transkrip-
tionsfaktors AP-1, dessen Hauptbestandteile c-Jun und c-fos sind, zu Folge. Eine
Regulation von AP-1 infolge einer Behandlung mit MIA wurde jedoch in EMSA-
Experimenten nicht detektiert. JNK, als Untergruppe der MAP Kinasen, kann des-
halb durch MIA nicht reguliert werden. Die negative Regulation muß sich also auf
eine andere MAP Kinase beziehen: ERK1/2, ERK5 oder p38. Um welche MAP
Kinase es sich handelt, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
Das Protein MIA wird von Melanomzellen, jedoch nicht vom Melanozyten, sezer-
niert. Das la¨ßt darauf schließen, daß wa¨hrend der Melanomprogression in der Zelle
Signalwege aktiviert werden, die die MIA-Expression regulieren.
Mit der Methode der in vivo Expressionsklonierung (ivEc) wurden MIA-Expression
regulierende Signalwege untersucht. Es wurden aus Phagen-cDNA-Expressionsbanken
mit der Methode der
”
Mass Excision“ Plasmid-cDNA-Expressionbanken generiert.
Nach 2 Screeningrunden wurden 8 Klone isoliert:
Klon MG [bp]
II/4 700
II/5 400
II/9A 1200
II/13I 750
II/22A 1100
II/60B 950
II/60C 700
II/60D 450
MIA konnte nach der Transfektion im Zellkulturu¨berstand der prima¨ren humanen
Melanozyten (PHMs) mittels eines MIA-spezifischen ELISAs nachgewiesen werden.
Die einzelnen cDNAs wurden anschließend sequenziert (siehe Anhang D) und in der
Datenbank des NCBI/NIH auf Homologien zu Proteinen analysiert (siehe Tab. 5.1).
Fu¨r Expressionsmuster-Untersuchungen wurden entsprechend der Sequenzen der iso-
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Klon Homologien zu
II/4 Biliverdin Reduktase B
(Flavin-Reduktase (NADPH))
II/5 ATPase Untereinheit 6
II/9A Glioma Tumorsuppressorprotein 2
II/13I Cyclophilin A
Ran-bindendes Protein
II/22A Desmoplakin
MAPKK-5
II/60B F-Box Protein Fbw2
Transkriptionsfaktor EHF
Transkriptionsfaktor ESE-3A
Cytochrom c Oxidase Untereinheit III
II/60C ADP-Ribosylierungsfaktor GAP-1
II/60D c-Abl
Tab. 5.1: Homologiezusammenfassung der ivEc-Klone.
lierten humanen Klone mit dem Programm DNAMAN Primer konstruiert. Fu¨r das
murine System wurden die murinen Analoga der Sequenzen, adaptiert aus den Da-
tenbanken des NCBI/NIH, fu¨r das Primerdesign verwendet. Die Quantifizierung der
Expressionsunterschiede wurde mittels Realtime-PCR (Lightcycler) durchgefu¨hrt.
Die zu den gescreenten Sequenzen homologen Proteine ko¨nnten auf unterschied-
lichste Art und Weise in die Regulation der MIA-Expression eingreifen:
Melanomzellen genernieren spontan reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Durch eine
Aktivierung Flavin-enthaltenden NAD(P)H-Reduktasen wa¨hrend der Melanoment-
stehung wu¨rde das Level an ROS ansteigen. Dies ko¨nnte sich regulatorisch auf die
MIA- und die Zelloberfla¨chen-Adhesionmoleku¨l-Expression auswirken.
Durch die spontane Generierung von ROS kommt es zu einer konstitutiven Aktivie-
rung von NFκB, und es wa¨re durchaus mo¨glich, daß durch diesen oxidativen Streß
Cyp-A sekretiert werden und in Signalkaskaden wie den ERK-Signalweg regulierend
eingreifen ko¨nnte. Cyp-A ko¨nnte auch in Melanomzellen einen sekretierten Wachs-
tumsfaktor darstellen, der durch oxidativen Streß induziert wird.
Es wa¨re denkbar, daß die Cytochrom C Oxidase auch im malignen Melanom als
molekularer Marker fu¨r den oxidativen Streß fungiert.
Diese negative Regulation der mitochondrialen RNAs ko¨nnte einen allgemeinen
Selbstschutz-Mechanismus der Zellen gegen oxidativen Streß repra¨sentieren.
Eine Assoziation dieser Proteingruppen zur Melanomentstehung und -progression
wurde bisher noch nicht gezeigt, erst Folgeexperimente ko¨nnten die Rolle dieser
Proteine kla¨ren.
Ein Zusammenhang zwischen ROS und MIA wurde bisher noch nicht nachgewiesen.
Das Glioma Tumorsuppressorprotein 2 ko¨nnte auch beim malignen Melanom als
Tumorsuppressor fungieren und bei der Melanomentstehung und -progression eine
wichtige Rolle spielen. Dieser zuna¨chst theoretische Ansatz muß jedoch erst durch
Folgeexperimente nachgewiesen werden.
RanBP2 ko¨nnte im Melanom interagierende nukleozytoplasmatische Transportsi-
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gnalwege regulieren, so daß es zu einer Aktiverung der MIA-Expression kommen
ko¨nnte. In Melanozyten ko¨nnte RanBP2 diesen Vorgang verhindern.
Eine U¨berexpression von Desmoplakin wu¨rde im malignen Melanom zu einer Vera¨nde-
rung der epidermalen Integrita¨t fu¨hren, die sich negativ auf die Metastasierung aus-
wirken wu¨rden. Durch eine dominat negative Wirkung, die fu¨r Desmoplakin denkbar
wa¨re, wu¨rde die Metastasierung unterstu¨tzt werden.
Eine Regulation der MIA-Expression infolge einer MEK5-Aktivierung wa¨re durch-
aus denkbar, da bereits nachgewiesen wurde, daß auch MIA durch EGF, TNF-α
und Phorbolester aktivierbar ist.
Es ist mo¨glich, daß die deregulierten Ubiquitin-Ligasen eine Rolle in der vera¨nderten
Degradierung von Zellzyklus-Regulatoren spielen.
Eine U¨berexpression der ETS-Transkriptionsfaktoren ko¨nnte, im Rahmen der Me-
lanomentstehung, die Folge der Aktivierung des MEK5/ERK5-Signalweges (Klon
II/22A) sein, da die Mitglieder der ETS-Transkriptionsfaktor-Familie
”
downstream“
von den MAPK-Kaskaden stehen. Dieser Zusammenhang wurde bisher noch nicht
nachgewiesen.
Eine dominant negative Wirkung von ARF-GAP1 wu¨rde das Level an aktivem
ARF1 erho¨hen und ko¨nnte nach weiteren Signalschritten die Aktivierung der MIA-
Expression zur Folge haben. ARF-GAP1 wa¨re ein indirekter Aktivator von MIA.
Dieser Zusammenhang ist bisher eine Hypothese, da noch keine Interaktionsstudien
durchgefu¨hrtwurden.
Eine stark erho¨hte Tyrosinkinase-Aktivita¨t von c-Abl ko¨nnte eine wichtige Rolle
bei der Entstehung des malignen Melanoms spielen. Die Aktivierung der MIA-
Expression muß dabei nicht der direkte Effekt sein. Es ist mo¨glich, daß die Re-
gulation erst nach mehreren zwischengeschalteten Prozessen erfolgt.
Zusammenfassend ergibt sich folgende Schlußfolgerung:
Es gibt Hinweise, daß die zu den gescreenten Klonen homologen Proteine die MIA-
Expression wahrscheinlich nicht direkt regulieren, sondern Bestandteile einer Regu-
lation u¨ber verschiedene Signalkaskaden sein ko¨nnten.
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5.2 Ausblick
Aufgrund der hier vorgelegten Ergebnisse gibt es mehrere Ansatzpunkte, an denen
die Arbeit fortgesetzt werden soll.
Ausgehend von den mittels Phage Display isolierten Dodecapeptiden ko¨nnen Kom-
petitionsuntersuchungen Peptide - Fibronektin umMIA durchgefu¨hrt werden. Durch
Synthese der Peptide und Einsatz in Invasionsexperimenten kann mittels Boyden
Kammer die direkte Interaktion der Peptide mit MIA detektiert werden.
Aufgrund der Ergebnisse hat sich Glypican-1 als mo¨glicher Interaktionsparnter fu¨r
MIA herausgestellt. Es wurde u¨ber die Expression dieses Proteoglycans im Melanom
in der Literaturdatenbank des NLM [193] keine Aussage gefunden. Expressionsun-
tersuchungen und Bindungsstudien ko¨nnten kla¨ren, ob Glypican-1 tatsa¨chlich ein
Interaktionsparnter von MIA ist.
Es hat sich durch die vorgelegten Ergebnisse herausgestellt, daß die Luciferase-
Assays zur Untersuchung des Einflusses von MIA auf die Aktivita¨t von Transkrip-
tionsfaktoren aufgrund des großen Zeitfensters, in dem sie durchgefu¨hrt werden,
ungeeignet sind. Weitere Untersuchungen zur Verifizierung der NFκB- und AP-1-
Daten sind notwendig.
Wie die durchgefu¨hrten Experimente zeigen, hat MIA einen negativ regulierenden
Einfluß auf die MAP Kinasen. Diese Kinasen sind Bestandteil verschiedener Signal-
wege, auf die diese Inhibition durch MIA ebenfalls einen Einfluß haben sollte. Da
AP-1 keiner Regulation durch MIA unterliegt, sollte auch der JNK-Signalweg un-
beeinflußt sein. Es ist aber mo¨glich, daß der Ras/ERK-Signalweg einer Regulation
durch MIA unterliegt.
Mit der Methode der in vivo Expressionsklonierung (ivEc) wurden MIA-Expression
regulierende Signalwege untersucht. Es wurde gezeigt, daß die isolierten Klone in
melnaozyta¨ren Zellen die MIA-Expression aktivieren und daß sie vereinzelt in Mela-
nomzellen u¨berexprimiert sind. Durch Herstellung von anti-sense-Konstrukten dieser
Klone und anschließende Transfektion dieser Konstrukte in Melanomzellen sollte die
MIA-Expression in den Melanomzellen inhibiert werden.
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Anhang A
Abku¨rzungen
Abb. Abbildung
a.dest. deionisiertes Wasser
Amp Ampicillin
AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumpersulfat
AS Aminosa¨ure
ATCC
”
American Type Culture Collection“
BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
bp Basenpaare
BSA
”
bovine serum albumin“
CAM
”
cellular adhesion molecule“
cDNA
”
copy DNA“
Ci Curie, Maßeinheit der Radioaktivita¨t
oC Grad Celsius
Da Dalton
DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindol
dATP Desoxy-Adenosintriphosphat
dCTP Desoxy-Cytidintriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat
DEPC-a.dest. DEPC-behandeltes, Rnase-freies Wasser
dGTP Desoxy-Guanidintriphosphat
DMEM
DNA Desoxyribonukleinsa¨ure
Dnase I Desoxyribonuklease I
dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol
dTTP Desoxy-Thymidintriphosphat
E.coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF
”
epidermal growth factor“
EGTA
et al. in Verbindung mit Referenzangaben:
”
und andere“
EtBr Ethidiumbromid
EtOH Ethanol
FITC Fluorescein-iso-thiocyanat (gru¨n fluoreszierender Farbstoff)
FKS Fo¨tales Ka¨lberserum
for Synonym fu¨r vorwa¨rts (
”
sense“) bei Primerangaben
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g Gramm; in Verbindung mit Zentrifugationsangaben: Erdbeschleunigung
(9,806 ms-1)
GB Gigabyte
h Stunde
kb Kilobasen
KGM
”
keratinocyte growth medium“
l Liter
LB Luria-Bertani-Medium zur Kultivierung von E.coli
LB-Amp Luria-Bertani-Medium mit Ampicillin zur Kultivierung von E.coli
LB-Kan Luria-Bertani-Medium mit Kanamycin zur Kultivierung von E.coli
M Molarita¨t
MB Megabyte
mCi Millicurie
MeOH Methanol
MGM
”
melanocyte growth medium“
mg Milligramm
µg Mikrogramm
µl Mikroliter
µM Mikromolarita¨t
min Minute
ml Milliliter
mM Millimolarita¨t
MOPS
”
3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid“
N Normalita¨t einer Lo¨sung
NBT Nitroblue-Tetrazolium
ng Nanogramm
nm Nanometer
NP-40 Nonident P-40 (Detergenz)
OD optische Dichte
p.a. Synonym fu¨r Analysenqualita¨t
PAA Polyacrylamid
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphatgepufferte Salzlo¨sung
PCR
”
polymerase chain reaction“
PEG Polyethylenglycol
pfu
”
plaques forming unit“
pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Konzentration
pmol picomol
TNM System zur Tumorklassifikation
PVDF
”
polyvinylidene difluoride“
rev Synomnym fu¨r ru¨ckwa¨rts (
”
antisense“) bei Primerangaben
RNA Ribonukleinsa¨ure
RNase Ribonuklease
RT in Verbindung mit PCR: Reverse Transkriptase; sonst: Raumtemperatur
SDS Natrium-Dodecyl-Sulfat
sec Sekunde
T25 Zellkulturflaschen mit einer Kultivierungsfla¨che von 25cm2
T75 Zellkulturflaschen mit einer Kultivierungsfla¨che von 75cm2
Tab. Tabelle
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Taq thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
TBS Tris-NaCl-Puffer
TBST Tris-NaCl-Tween20-Puffer
TE Tris-EDTA-Puffer
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
TRITC Tetramethyl-iso-thiocyanat (rot fluoreszierender Farbstoff)
Tween20 Detergenz
U
”
unit“, Einheit der Enzymaktivita¨t
u¨N u¨ber Nacht
UpM Umdrehungen pro Minute
UV ultraviolett
Vol. Volumenteil(e)
(v/v)
”
volume per volume“, Volumenprozente vom Gesamtvolumen
(w/v)
”
weight per volume“, Masseprozente von Gesamtmasse, wobei
in einer Na¨herung 1ml gleich 1g gesetzt wurde
α-[32P] α-Phosphatgruppe in Nukleotiden,
welches mit dem Radioisotop [32P] markiert ist
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Anhang B
Programm zur Auswertung der
Phage Display Sequenzen
# Author: Dr.rer.nat. J.Breibach,
# 06/2002 checksequenz.awk,
,
{,
row++,
for(i=1;i<=12;i++){data[row,i]=substr($0,i,1)},
},
END{,
print "Vergleich auf gemeinsame 5er Sequenzen",
for (i=1;i<=33;i++),
  {,
   for(j=i+1;j<=33;j++),
    {,
     ident=0,
        {,
        if (ident==0),
         {,
            for(k=1;k<=1;k++),
             {,
              for(l=0;l<=11;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2]) && \,
                  (data[i,k+3]==data[j,k+l+3]) && (data[i,k+4]==data[j,k+l+4])&&(data[i,k+5]==data[j,k+l+5]) && \,
                  (data[i,k+6]==data[j,k+l+6]) && (data[i,k+7]==data[j,k+l+7]) && (data[i,k+8]==data[j,k+l+8]) &&\,
                  (data[i,k+9]==data[j,k+l+9]) && (data[i,k+10]==data[j,k+l+10]) && (data[i,k+11]==data[j,k+l+11])),
                    {,
                     zaehl12++,
                     ident=1,
                     printf("12er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                    },
                },
             },
        },
,
         if (ident==0),
         {,
          for(k=1;k<=2;k++),
            {,
              for(l=0;l<=10;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2]) && \,
                  (data[i,k+3]==data[j,k+l+3]) && (data[i,k+4]==data[j,k+l+4])&&(data[i,k+5]==data[j,k+l+5]) && \,
                  (data[i,k+6]==data[j,k+l+6]) && (data[i,k+7]==data[j,k+l+7]) && (data[i,k+8]==data[j,k+l+8]) && \,
                  (data[i,k+9]==data[j,k+l+9]) && (data[i,k+10]==data[j,k+l+10])),
                    {,
                     zaehl11++,
                     printf("11er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                     ident=1,
                    },
                },
            },
          },
,
        
,
 if (ident==0),
         {,
          for(k=1;k<=3;k++),
            {,
              for(l=0;l<=9;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2]) && \,
                  (data[i,k+3]==data[j,k+l+3]) && (data[i,k+4]==data[j,k+l+4])&&(data[i,k+5]==data[j,k+l+5]) && \,
                  (data[i,k+6]==data[j,k+l+6]) && (data[i,k+7]==data[j,k+l+7]) && (data[i,k+8]==data[j,k+l+8]) && \,
                  (data[i,k+9]==data[j,k+l+9])),
                    {,
                     zaehl10++,
,
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                     printf("10er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                     ident=1,
                    },
                },
            },
          },
          ,
         if (ident==0),
         {,
          for(k=1;k<=4;k++),
            {,
              for(l=0;l<=8;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2]) && \,
                  (data[i,k+3]==data[j,k+l+3]) && (data[i,k+4]==data[j,k+l+4])&&(data[i,k+5]==data[j,k+l+5]) && \,
                  (data[i,k+6]==data[j,k+l+6]) && (data[i,k+7]==data[j,k+l+7]) && (data[i,k+8]==data[j,k+l+8])),
                    {,
                     zaehl9++,
                     printf(" 9er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                     ident=1,
                    },
                },
            },
          },
          ,
         ,
if (ident==0),
         {,
          for(k=1;k<=5;k++),
            {,
              for(l=0;l<=7;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2]) && \,
                  (data[i,k+3]==data[j,k+l+3]) && (data[i,k+4]==data[j,k+l+4])&&(data[i,k+5]==data[j,k+l+5]) && \,
                  (data[i,k+6]==data[j,k+l+6]) && (data[i,k+7]==data[j,k+l+7])),
                    {,
                     printf(" 8er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                     zaehl8++,
                     ident=1,
                    },
                },
            },
          },
          ,
         if (ident==0),
         {,
          for(k=1;k<=6;k++),
            {,
              for(l=0;l<=6;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2]) && \,
                  (data[i,k+3]==data[j,k+l+3]) && (data[i,k+4]==data[j,k+l+4])&&(data[i,k+5]==data[j,k+l+5]) && \,
                  (data[i,k+6]==data[j,k+l+6])),
                    {,
                     printf(" 7er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                     zaehl7++,
                     ident=1,
                    },
                },
            },
         },
        if (ident==0),
         {,
          for(k=1;k<=7;k++),
            {,
              for(l=0;l<=7;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2]) && \,
                  (data[i,k+3]==data[j,k+l+3]) && (data[i,k+4]==data[j,k+l+4])&&(data[i,k+5]==data[j,k+l+5])),
                    {,
                     printf(" 6er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                     zaehl6++,
                     ident=1,
                    },
                },
            },
         },
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if (ident==0),
         {,
          for(k=1;k<=8;k++),
            {,
              for(l=0;l<=8;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2]) && \,
                  (data[i,k+3]==data[j,k+l+3]) && (data[i,k+4]==data[j,k+l+4])),
                    {,
                     printf(" 5er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                     zaehl5++,
                     ident=1,
                    },
                },
            },
         },
        if (ident==0),
         {,
          for(k=1;k<=9;k++),
            {,
              for(l=0;l<=9;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2]) && \,
                  (data[i,k+3]==data[j,k+l+3])),
                    {,
                     printf(" 4er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                     zaehl4++,
                     ident=1,
                    },
                },
            },
         },
        ,
if (ident==0),
         {,
          for(k=1;k<=10;k++),
            {,
              for(l=0;l<=10;l++),
                {,
                  if((data[i,k]==data[j,k+l]) && (data[i,k+1]==data[j,k+l+1]) && (data[i,k+2]==data[j,k+l+2])),
                    {,
                     printf(" 3er-Sequenz: Reihe %3d mit Reihe %3d an Position %3d und %3d\n",i,j,k,l+k),
                     zaehl3++,
                     ident=1,
                    },
                },
            },
         },
         ,
         ,
                      ,
        },
    },
  },
print "\n\n Auswertung:",
printf("12er-Sequenzen: %5d\n",zaehl12),
printf("11er-Sequenzen: %5d\n",zaehl11),
printf("10er-Sequenzen: %5d\n",zaehl10),
printf(" 9er-Sequenzen: %5d\n",zaehl9),
printf(" 8er-Sequenzen: %5d\n",zaehl8),
printf(" 7er-Sequenzen: %5d\n",zaehl7),
printf(" 6er-Sequenzen: %5d\n",zaehl6),
printf(" 5er-Sequenzen: %5d\n",zaehl5),
printf(" 4er-Sequenzen: %5d\n",zaehl4),
printf(" 3er-Sequenzen: %5d\n",zaehl3),
},
,
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Anhang C
Konsensus-Motive der
apolar-polar Peptidsequenzen
Klon Sequenz n = 12
A46 TSASTRPELHYP pu pu a pu pu pg a pg a pg pu a
0500-4 TSASTRPELHYP pu pu a pu pu pg a pg a pg pu a
Klon Sequenz n = 8
0500-11 HHWPFWRTLPLS pg pg a a a a pg pu a a a pu
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
A44 TPLTKLPSVNHP pu a a pu pg a a pu a pu pg a
0500-26 WHMSYFWTRPPQ a pg a pu pu a a pu pg a a pu
Klon Sequenz n = 7
0500-3 HLNILSTLWKYR pg a pu a a pu pu a a pg pu pg
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
0500-11 HHWPFWRTLPLS pg pg a a a a pg pu a a a pu
0500-12 WHTKFLPRYLPS a pg pu pg a a a pg pu a a pu
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-26 WHMSYFWTRPPQ a pg a pu pu a a pu pg a a pu
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
A41 RLTLLVLIMPAP pg a pu a a a a a a a a a
B41 ANIDATPLFLRA a pu a pg a pu a a a a pg a
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
0500-30 WHKNTNWPWRTL a pg pg pu pu pu a a a pg pu a
141
142ANHANGC. KONSENSUS-MOTIVE DER APOLAR-POLAR PEPTIDSEQUENZEN
Klon Sequenz n = 6
B1 MPPTQVSKFRLI a a a pu pu a pu pg a pg a a
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-26 WHMSYFWTRPPQ a pg a pu pu a a pu pg a a pu
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
0500-26 WHMSYFWTRPPQ a pg a pu pu a a pu pg a a pu
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
0500-15 FHWHPRLWPLPS a pg a pg a pg a a a a a pu
0500-19 FHWRYPLPLPGQ a pg a pg pu a a a a a a pu
0500-20 WHWPLFIPNTTA a pg a a a a a a pu pu pu a
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
0500-11 HHWPFWRTLPLS pg pg a a a a pg pu a a a pu
0500-12 WHTKFLPRYLPS a pg pu pg a a a pg pu a a pu
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
0500-30 WHKNTNWPWRTL a pg pg pu pu pu a a a pg pu a
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-3 HLNILSTLWKYR pg a pu a a pu pu a a pg pu pg
0500-15 FHWHPRLWPLPS a pg a pg a pg a a a a a pu
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
A43 QLNVNHQARADQ pu a pu a pu pg pu a pg a pg pu
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
B46 YNLPKVSSNLSP pu pu a a pg a pu pu pu a pu a
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
A2 SVAMKAHKPLLP pu a a a pg a pg pg a a a a
0500-1 VSRHQSWHPHDL a pu pg pg pu pu a pg a pg pg a
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
0500-19 FHWRYPLPLPGQ a pg a pg pu a a a a a a pu
A41 RLTLLVLIMPAP pg a pu a a a a a a a a a
B42 LLRTTETLPMFL a a pg pu pu pg pu a a a a a
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
B1 MPPTQVSKFRLI a a a pu pu a pu pg a pg a a
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
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Klon Sequenz n = 5
A41 RLTLLVLIMPAP pg a pu a a a a a a a a a
B41 ANIDATPLFLRA a pu a pg a pu a a a a pg
0500-8 HNASPSWGSPVM pg pu a pu a pu a a pu a a a
0500-13 NNTSFTVVPSVP pu pu pu pu a pu a a a pu a a
A41 RLTLLVLIMPAP pg a pu a a a a a a a a a
B42 LLRTTETLPMFL a a pg pu pu pg pu a a a a a
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
0500-15 FHWHPRLWPLPS a pg a pg a pg a a a a a pu
0500-19 FHWRYPLPLPGQ a pg a pg pu a a a a a a pu
0500-20 WHWPLFIPNTTA a pg a a a a a a pu pu pu a
A41 RLTLLVLIMPAP pg a pu a a a a a a a a a
B41 ANIDATPLFLRA a pu a pg a pu a a a a pg a
B42 LLRTTETLPMFL a a pg pu pu pg pu a a a a a
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
0500-19 FHWRYPLPLPGQ a pg a pg pu a a a a a a pu
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
A2 SVAMKAHKPLLP pu a a a pg a pg pg a a a a
0500-11 HHWPFWRTLPLS pg pg a a a a pg pu a a a pu
0500-15 FHWHPRLWPLPS a pg a pg a pg a a a a a pu
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-20 WHWPLFIPNTTA a pg a a a a a a pu pu pu a
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
A2 SVAMKAHKPLLP pu a a a pg a pg pg a a a a
0500-30 WHKNTNWPWRTL a pg pg pu pu pu a a a pg pu a
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
0500-11 HHWPFWRTLPLS pg pg a a a a pg pu a a a pu
0500-12 WHTKFLPRYLPS a pg pu pg a a a pg pu a a pu
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
0500-30 WHKNTNWPWRTL a pg pg pu pu pu a a a pg pu a
B46 YNLPKVSSNLSP pu pu a a pg a pu pu pu a pu a
0500-3 HLNILSTLWKYR pg a pu a a pu pu a a pg pu pg
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
0500-30 WHKNTNWPWRTL a pg pg pu pu pu a a a pg pu a
B1 MPPTQVSKFRLI a a a pu pu a pu pg a pg a a
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-3 HLNILSTLWKYR pg a pu a a pu pu a a pg pu pg
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Klon Sequenz n = 5
B1 MPPTQVSKFRLI a a a pu pu a pu pg a pg a a
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-20 WHWPLFIPNTTA a pg a a a a a a pu pu pu a
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
0500-14 SHLSTWKWWQNR pu pg a pu pu a pg a a pu pu pg
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
0500-26 WHMSYFWTRPPQ a pg a pu pu a a pu pg a a pu
Klon Sequenz n = 4
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
B41 ANIDATPLFLRA a pu a pg a pu a a a a pg a
A2 SVAMKAHKPLLP pu a a a pg a pg pg a a a a
0500-11 HHWPFWRTLPLS pg pg a a a a pg pu a a a pu
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
A2 SVAMKAHKPLLP pu a a a pg a pg pg a a a a
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
0500-11 HHWPFWRTLPLS pg pg a a a a pg pu a a a pu
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
0500-30 WHKNTNWPWRTL a pg pg pu pu pu a a a pg pu a
A43 QLNVNHQARADQ pu a pu a pu pg pu a pg a pg pu
B46 YNLPKVSSNLSP pu pu a a pg a pu pu pu a pu a
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-13 NNTSFTVVPSVP pu pu pu pu a pu a a a pu a a
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
A46 TSASTRPELHYP pu pu a pu pu pg a pg a pg pu a
0500-4 TSASTRPELHYP pu pu a pu pu pg a pg a pg pu a
0500-19 FHWRYPLPLPGQ a pg a pg pu a a a a a a pu
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
0500-30 WHKNTNWPWRTL a pg pg pu pu pu a a a pg pu a
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
B41 ANIDATPLFLRA a pu a pg a pu a a a a pg a
A2 SVAMKAHKPLLP pu a a a pg a pg pg a a a a
0500-11 HHWPFWRTLPLS pg pg a a a a pg pu a a a pu
0500-12 WHTKFLPRYLPS a pg pu pg a a a pg pu a a pu
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
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Klon Sequenz n = 4
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
B41 ANIDATPLFLRA a pu a pg a pu a a a a pg a
0500-1 VSRHQSWHPHDL a pu pg pg pu pu a pg a pg pg a
0500-14 SHLSTWKWWQNR pu pg a pu pu a pg a a pu pu pg
A46 TSASTRPELHYP pu pu a pu pu pg a pg a pg pu a
B46 YNLPKVSSNLSP pu pu a a pg a pu pu pu a pu a
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-4 TSASTRPELHYP pu pu a pu pu pg a pg a pg pu a
0500-13 NNTSFTVVPSVP pu pu pu pu a pu a a a pu a a
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
B42 LLRTTETLPMFL a a pg pu pu pg pu a a a a a
B3 ALSPSQXXPVRS a a pu a pu pu x x a a pg pu
0500-3 HLNILSTLWKYR pg a pu a a pu pu a a pg pu pg
0500-12 WHTKFLPRYLPS a pg pu pg a a a pg pu a a pu
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
0500-30 WHKNTNWPWRTL a pg pg pu pu pu a a a pg pu a
B46 YNLPKVSSNLSP pu pu a a pg a pu pu pu a pu a
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
0500-26 WHMSYFWTRPPQ a pg a pu pu a a pu pg a a pu
0500-30 WHKNTNWPWRTL a pg pg pu pu pu a a a pg pu a
B46 YNLPKVSSNLSP pu pu a a pg a pu pu pu a pu a
0500-3 HLNILSTLWKYR pg a pu a a pu pu a a pg pu pg
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-23 WHNGIWWHYGVR a pg pu a a a a pg pu a a pg
A5 NTIPGFASKSLD pu pu a a a a a pu pg pu a pg
B1 MPPTQVSKFRLI a a a pu pu a pu pg a pg a a
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-11 HHWPFWRTLPLS pg pg a a a a pg pu a a a pu
0500-13 NNTSFTVVPSVP pu pu pu pu a pu a a a pu a a
0500-15 FHWHPRLWPLPS a pg a pg a pg a a a a a pu
0500-19 FHWRYPLPLPGQ a pg a pg pu a a a a a a pu
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
B1 MPPTQVSKFRLI a a a pu pu a pu pg a pg a a
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-14 SHLSTWKWWQNR pu pg a pu pu a pg a a pu pu pg
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
0500-24 HHLNYLWPWTRV pg pg a pu pu a a a a pu pg a
0500-25 FWHRWSTFPEQP a a pg pg a pu pu a a pg pu a
0500-26 WHMSYFWTRPPQ a pg a pu pu a a pu pg a a pu
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Klon Sequenz n = 4
A45 TFLPHQMHPWPP pu a a a pg pu a pg a a a a
B1 MPPTQVSKFRLI a a a pu pu a pu pg a pg a a
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
0500-14 SHLSTWKWWQNR pu pg a pu pu a pg a a pu pu pg
B1 MPPTQVSKFRLI a a a pu pu a pu pg a pg a a
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-3 HLNILSTLWKYR pg a pu a a pu pu a a pg pu pg
0500-14 SHLSTWKWWQNR pu pg a pu pu a pg a a pu pu pg
0500-20 WHWPLFIPNTTA a pg a a a a a a pu pu pu a
A44 TPLTKLPSVNHP pu a a pu pg a a pu a pu pg a
B3 ALSPSQXXPVRS a a pu a pu pu x x a a pg pu
0500-8 HNASPSWGSPVM pg pu a pu a pu a a pu a a a
0500-9 SHPWNAQRELSV pu pg a a pu a pu pg pg a pu a
0500-13 NNTSFTVVPSVP pu pu pu pu a pu a a a pu a a
A43 QLNVNHQARADQ pu a pu a pu pg pu a pg a pg pu
B3 ALSPSQXXPVRS a a pu a pu pu x x a a pg pu
0500-8 HNASPSWGSPVM pg pu a pu a pu a a pu a a a
0500-9 SHPWNAQRELSV pu pg a a pu a pu pg pg a pu a
A44 TPLTKLPSVNHP pu a a pu pg a a pu a pu pg a
B4 VLASQIATTPSP a a a pu pu a a pu pu a pu a
0500-3 HLNILSTLWKYR pg a pu a a pu pu a a pg pu pg
0500-8 HNASPSWGSPVM pg pu a pu a pu a a pu a a a
0500-12 WHTKFLPRYLPS a pg pu pg a a a pg pu a a pu
0500-26 WHMSYFWTRPPQ a pg a pu pu a a pu pg a a pu
B2 VPHIPPNSMALT a a pg a a a pu pu a a a pu
0500-12 WHTKFLPRYLPS a pg pu pg a a a pg pu a a pu
0500-15 FHWHPRLWPLPS a pg a pg a pg a a a a a pu
0500-18 WHWTYGWRPPAM a pg a pu pu a a pg a a a a
Anhang D
Sequenzen der ivEc-Klone
Klon DNA-Sequenz
II/4 GAATTCGGCACCGAGACTCTGAGAGCCTTGCACCCCCACGATCCCGTACGATGGCCGTCA
AGAAGATCGCGATCTTCGGCGCCACTGGCCAGACCGGGCTCACCACCCTGGCGCAGGCGG
TGCAAGCAGGTTACGAAGTGACAGTGCTGGTGCGGGACTCCTCCAGGCTGCCATCAGAGG
GGCCCCGGCCGGCCCACGTGGTAGTGGGAGATGTTCTGCAGGCAGCCGATGTGGACAAGA
CCGTGGCTGGGCAGGATGCTGTCATCGTGCTGCTGGGCACCCGCAATGACCTCAGTCCCA
CGACAGTGATGTCCGAGGGCGCCCGGAACATTGTGGCAGCCATGMMRKMWSRTSRTGTKG
ACAAGKNSKKSGCTGCACCTCGGCTTTCTKSTYTGGACCCTACMAAGGTGCCCCACGACT
GCAGCTGTACTNATGACCACATCCGGATGCACAAGGTGCTGCGGGAATCAGGCCTTAAGT
ACGTGGCTGTATGCCGCCACACATAGGAGACCAGCCACTAACTGGGGCGTACACAGTGAC
CCTGGATGGACGAGGGCCCTCAAGGGTCATCTCCAAACATGACCTGGGCCATTTCATGCT
GCGCTGCCTCACCACCGATGAGTACGACGGACACAGCACCTACCCCTCCCACCAGTACCA
AGCACTCTGTCCCCATCTGGGAGGGTGGCATTTTGGGACATGAGGAGCAAAGGAAGGGGG
CTAATAAATGTTGAGCCAAGAGCTTCAAATTAAAAAAAAAAAAAAAAACTCGAG
II/5 GAATTCGGCACGAGGGCCATCCCCTTATGAGCGGGCGCAGTGATTATAGGCTTTCGCTCT
AAGATTAAAAATGCCCTAGCCCACTTCTTACCACAAGGCACACCTACACCCCTTATCCCC
ATACTAGTTATTATCGAAACCATCAGCCTACTCATTCAACCAATAGCCCTGGCCGTACGC
CTAACCGCTAACATTACTGCAGGCCACCTACTCATGCACCTAATTGGAAGCGCCACCCTA
GCAATATCAACCATTAACCTTCCCTCTACACTTATCATCTTCACAATTCTAATTCTACTG
ACTATCCTAGAAATCGCTGTCGCTTAATCCAAGCCTACGTTTTACACTTCTAGTAGCCTC
TACCTGCACGACAACCATAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCGAGA
II/9A GAATTCGGCACGAGGTCAGAGGCCCCAAATGAAAAACTCTTCTTCGTGGACACTGGCTCCAA
GGAAAAAGGGCTGACAAAGAAGAGAACCAAAGTCCAGAAGAAGTCACTGCTTCTCAAGAAAC
CCCTTCGGGTTGACCTCATCCTCGAGAACACATCCAAAGTNCNTGCCCCCAAAGACGTCCTC
GCCCACCAGGTCCCCAACGCCAAGAAGCTCAGGCGGAAGGAGCAGCTATGGGAGAAGCTGGC
CAAGCAGGGCGAGCTGCCCCGGGAGGTGCGCAGGGCCCAGGCCCGGCTCTCAACCCTTCTGC
AACAAGGGCCAAGCCCGGCCCCAGGACACCGTAGAGCGGCCCTTCTACACCTCTGGGCCTNA
ACAACCCCCTGGACAGGCCGTTGGTTGGCNAGATGAGTTTTCTGGAGCAGACCAAGAAGAAG
GAGTGAGCGGCAGACGCCTGACACAAGCGTCCAGCCCGCCGG
II/13I GAATTCGGCACGAGGCGCCCAGTGGCGGTGTGAACTGTGAGGAGTTCGCCGAGTTCCAGGAA
TTACTCAAGGTGATGAGGACAATTGATGACAGAATAGTACATGAATTAAACACTACGGTTCC
AACAGCTTCCTTTGCAGGGAAAATTGATGCCAGCCAAACCTGTAAACAACTTTATGAGTCTT
TGATGGCAGCTCATGCCAGTAGAGACAGAGTCATAAAAAACTGTATAGCCCAGACTTCAGCA
GTAGTAAAAAACCTCCGAGAAGAGAGCTCGTGCCGAATTCGGCACGAGGTACTATTAGCCAT
GGTCAACCCCACCGTGTTCTTCGACATTGCCGTCGACGGCGAGCCCTTGGGCCCGCGTCTTC
TTTGAG
II/22A GAATTCGGCACGANGGANCCCCCTGTGCGATANNATGAAGANGANGANGGAGANAGAGAGAC
GAGGAGANGGGACGAGGTTGGGCCCGAGGGGGCGCTGGGCAAGAGCCCCTTCCAGCTGACCG
CCGAGGACGTGTATGACATCTCCTACCTGTTGGGCCGCGAGCTTATGACCCTGGGCAGCGAC
CCCCGGGTGACGCAGCTGCAGTTCAAAGTCGTCCGCGTCCTGGAGATGCTGGAGGCGCTGGT
GAATGAGGGCAGCCTGGCGCTGGAGGAGCTGAAGATGGAGAGGGACCACCTCAGGAAGGAGG
TGGAGGGGCTGCGGAGACAGAGCCCTCCGGCCAGCGGGGAGGTGAACCTGGGCCCAAACAAA
ATGGTGGTTGACCTGACAGATCCCAACCGACCCCGCTTACTCTGCAGGACTAAGGATGTCTG
AGGAACGCACAACTCAAGTCGACTCTGGTGGTGANGAAGACTCATGTNCAAGATGGCTGATT
CACCAN
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Klon DNA-Sequenz
II/60B GAATTCGGCACGAGCACATGCCTATCATATAGTAAAACCCAGCCCATGACCCCTAACAGGGG
CCCTCTCAGCCCTCCTAATGACCTCCGGCCTAGCCATGTGATTTCACTTCCACTCCATAACG
CTCCTCATACTAGGCCTACTAACCAACACACTAACCATATACCAATGATGGCGCGATGTAAC
ACGAGAAAGCACATACCAAGGCCACCACACACCACCTGTCCAAAAAGGCCTTCGATACGGGA
TAATCCTATTTATTACCTCAGAAGTTTTTTTCTTCGCAGGATTTTTCTGAGCCTTTTACCAC
TCCAGCCTAGCCCCTACCCCCCAATTAGGAGGGCACTGGCCCCCAACAGGCATACCCCGCTA
AATCCCCTAGA
II/60C GAATTCGGCACGAGGGCAGATTAACCTCATTGTGGATTGTCCTTCAGACCTTAGTCCTCA
GGCATGGTTTCTGGTGCCCACTCCTGGAAGCCGCTGTTCCCTTTCTACCTTCTTACCAGA
GCCCAAGGGCAGGCCTGGTCCCGGGGAAGCAGCAGCTTGCTGACATAAGTCAGCTGCAAA
GGCTGAGGAGTGTGCCCTCAGAGAAGCACCGCCCCCCAGTCTTGTGCCAGCGCCTAGAGC
CGCAGCTCCCAGGGATGCTCCTTCCCTGGAGGCAGCCCAGGAGAGGGACTCTGGCAGCGT
TCTTCAGATTTGTGGCCACTGTTTCTCATTTGCTGGTTGACTGTTTTTATTTCTTAGGCT
TTTGCTAGTTTTAGAAAATAGGGAAGCAGCCCTTGATTTGTGGATTAAAAGCAACATTTG
AGCGATGATGCACAACAGTCCAGGAAAATGGGCGGTGGACACTTGAGGCTGAGGATGGGA
ATGAGCAGGGAGAGGGAGGTGCGCGCTGCTTATCTGTGATTGTTGCTCACCTGACTGATT
GTGTACATCCAGCAGTTACAATTTTTAAAAATTATACTTTTACATTTAATTTTTCTCACC
CCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCGAG
II/60D GAATTCGGCACGAGGCGTTCTCTCGAGTCCGGGCCGCAAGTCCCAGACGCTGCCCATGGAGG
CGTCCAGCGAGCCGCCGCTGGATGCTAAGTCCGATGTCACCAACCAGCTTGTAGATTTTCAG
TGGAAACTGGGTATGGCTGTGAGCTCAGACACTTGCAGATCTCTTAAGTATCCTTACGTTGC
AGTGATGCTAAAAGTGGCAGATCATTCAGGCCAAGTAAAGACCAAGTGCTTTGAAATGACGA
TTCCACAGTTTCAGAATTTCTACAGACAGTTCAAGGAAATTGCTGCAGTTATTGAAACGGTG
TGAAGACGGATTCTTTGGTTGATAAATTGCTATCATTCTAAAGTCATGGACTTCACTTTCGG
CAACAAAACTAAATAAGGATGGAACATTATTGAATGAAAAATGCCTTTTGGTTTTCATTTTT
TAATATAAAAATAGACAACAGGAAAAAAAAAAAAAACTCGAG
149
Klon translatierte Sequenz
II/4 IRHRDSESLA PPRSRTMAVK KIAIFGATGQ TGLTTLAQAV QAGYEVTVLV
RDSSRLPSEG PRPAHVVVGD VLQAADVDKT VAGQDAVIVL LGTRNDLSPT
TVMSEGARNI VAAMXXXXVD KXXAAPRLSX XDPTKVPHDC SCTXDHIRMH
KVLRESGLKY VAVCRHT*ET SH*LGRTQ*P WMDEGPQGSS PNMTWAISCC
AASPPMSTTD TAPTPPTSTK HSVPIWEGGI LGHEEQRKGA NKC*AKSFKL
KKKKKTR
II/5 IRHEGHPLMS GRSDYRLSL* D*KCPSPLLT TRHTYTPYPH TSYYRNHQPT
HSTNSPGRTP NR*HYCRPPT HAPNWKRHPS NINH*PSLYT YHLHNSNSTD
YPRNRCRLIQ AYVLHF**PL PARQP*KKKK KTR
II/9A IRHEVRGPK* KTLLRGHWLQ GKRADKEENQ SPEEVTASQE TPSG*PHPRE
HIQSXCPQRR PRPPGPQRQE AQAEGAAMGE AGQAGRAAPG GAQGPGPALN
PSATRAKPGP RTP*SGPSTP LGLNNPLDRP LVGXMSFLEQ TKKKE*AADA
*H
II/13I IRHEAPSGGV NCEEFAEFQE LLKVMRTIDD RIVHELNTTV PTASFAGKID
ASQTCKQLYE SLMAAHASRD RVIKNCIAQT SAVVKNLREE SSCRIRHEVL
LAMVNPTVFF DIAVDGEPLG PRLL*
II/22A EFGTXXPPVR XXEXXXGXRE TRRXDEVGPE GALGKSPFQL TAEDVYDISY
LLGRELMTLG SDPRVTQLQF KVVRVLEMLE ALVNEGSLAL EELKMERDHL
RKEVEGLRRQ SPPASGEVNL GPNKMVVDLT DPNRPRLLCR TKDV*GTHNS
SRLWW*XRLM XKMADSP
II/60B EFGTSTCLSY SKTQPMTPNR GPLSPPNDLR PSHVISLPLH NAPHTRPTNQ
HTNHIPMMAR CNTRKHIPRP PHTTCPKRPS IRDNPIYYLR SFFLRRIFLS
LLPLQPSPYP PIRRALAPNR HTPLNPL
II/60C EFGTRAD*PH CGLSFRP*SS GMVSGAHSWK PLFPFYLLTR AQGQAWSRGS
SSLLT*VSCK G*GVCPQRST APQSCASA*S RSSQGCSFPG GSPGEGLWQR
SSDLWPLFLI CWLTVFIS*A FASFRK*GSS P*FVD*KQHL SDDAQQSRKM
GGGHLRLRMG VDMSREREVR AAYL*LLLT* VWLIVYIQQL QFLKIILLHL
FYIFLTPKKK KKKKLE
II/60D NSARGVLSSP GRKSQTLPME ASSEPPLDAK SDVTNQLVDF QWKLGMAVSS
DTCRSLKYPY VAVMLKVADH SGQVKTKCFE MTIPQFQNFY RQFKEIAAVI
ETV*RRILWL INCYHSKVMD FTFGNKTK*G WNIIE*KMPF GFHFLI*K*T
TGKKKKTR
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